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Předložená diplomová práce je zaměřena na problematiku nonylfenolu, degradačního 
produktu tenzidů. Nonylfenol však nejčastěji vzniká v čistírnách odpadních vod převážně 
během mikrobiální degradace nonylfenol ethoxylátů používaných v průmyslu. Je to látka 
vysoce bioakumulativní, toxická převážně pro vodní organismy. Kromě toho patří mezi 
hormonální disruptory. Byla vypracována podrobná rešerše, na základě které byla řešena 
experimentální část diplomové práce. Nonylfenol byl zjišťován ve vzorcích odpadních vod. 
Pro izolaci analytu a přečištění extraktu byla použita metoda extrakce na pevnou fázi (SPE). 
Finální stanovení bylo provedeno na plynové chromatografii v tandemu s hmotnostním 
spektrometrem s průletovým analyzátorem (TOF). Všechny kroky preanalytického a 






This diploma thesis is focused on the issue of nonylphenol, degradation product of 
surfactants. Nonylphenol however most often arises in wastewater treatment plants 
predominantly during the microbial degradation of nonylphenol ethoxylates used in industry. 
It is a substance highly bioaccumulative, toxic predominantly to aquatic organisms. 
Furthermore, it belongs among hormone disruptors. The detailed research was prepared, on 
the basis which experimental part of diploma thesis was solved. Nonylphenol was 
determined in samples of the wastewater. The solid phase extraction (SPE) was used for the 
isolation of the analyte and purification of the extract. The final determination was performed 
on the gas chromatography with tandem mass spectrometry with time of flight analyzer 
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Nonylfenol patří do skupiny látek zvaných alkylfenoly. Alkylfenoly jsou látky průmyslově 
vyráběné za účelem využití v průmyslu jako změkčovačů, antioxidantů, stabilizátorů 
v různých průmyslových odvětvích, ale především jsou základní surovinou pro výrobu 
alkylfenol ethoxylátů, které se v průmyslu nejčastěji využívají jako povrchově aktivní látky, 
dále jako emulgátory a dispergátory. Našly své uplatnění v celé řadě průmyslových odvětví. 
Poměrně značné množství z celkové spotřeby nonylfenol ethoxylátů je využíváno v textilním 
průmyslu, kde slouží jako povrchově aktivní látky při barvení a dalších úpravách textilních 
materiálů. Převážnou část alkylfenol ethoxylátů v průmyslovém využití představují nonylfenol 
ethoxyláty. Zbylé alkylfenol ethoxyláty (např. oktylfenol decylfenol ethoxyláty atd.) jsou 
aplikovány jen velmi málo, případně jsou součástí směsí s nonylfenol ethoxyláty. Samotné 
výše ethoxylované alkylfenol ethoxyláty jsou sloučeniny s poměrně nízkou toxicitou. Avšak 
jejich degradační produkty, jimiž jsou nízko ethoxylované alkylfenol ethoxyláty, jejich 
karboxylové kyseliny a následně zejména alkylfenoly, již vykazují značnou toxicitu se 
schopností hormonální disrupce. Tuto vlastnost vykazují některé izomery oktylfenolu, 
butylfenolu a především nonylfenolu. Nejčastější výskyt nonylfenol ethoxylátů (NPnEO) 
v životním prostředí je v odpadních vodách, a to průmyslových i komunálních. V nich je 
výskyt NPnEO způsoben např. praním textilií obsahujících NPnEO, které jsou používané při 
jejich výrobě. NPnEO jsou následně vyluhovány do odpadní vody. Při průchodu kanalizací a 
příslušnou čistírnou odpadních vod dochází k biodegradaci. Biodegradace však není úplná a 
také zde dochází ke vzniku nonylfenolu, dalších alkylfenolů nebo dalších meziproduktů. 
Nonylfenol je látka perzistentní, těžko biodegradovatelná, s výraznou tendencí k 
bioakumulaci. Nonylfenol a další alkylfenoly se potom dostávají do recipientu. Značná část 
se sorbuje také do čistírenských kalů. Z tohoto důvodu jsou tyto látky toxické zejména pro 
vodní organismy. Zjištěno však bylo i ovlivnění organismů suchozemských, včetně člověka. 
Hlavní toxický účinek spočívá v hormonální disrupci, kdy může např. dojít k ovlivnění růstu 
nebo dospívání jedinců, feminizaci samců, případně ovlivnění reprodukce. Za účelem 
zhodnocení úrovně kontaminace životního prostředí bylo vyvinuto několik analytických metod 
pro kvalitativní a kvantitativní analýzu těchto látek. Nejčastěji jsou tyto metody založeny na 
využití plynové nebo kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí. 
Nonylfenol ethoxylátů bylo každoročně vyrobeno několik tisíc tun. Po zjištění toxického 
potenciálu v podobě nonylfenolu se začalo jednat o jejich postupném omezení. Od roku 2004 
je jejich výroba a uvádění na trh v EU výrazně omezeno. Podobně je tomu v Kanadě a USA. 
Výroba NPnEO je však velmi levná a v rozvojových zemích jako je např. Čína, Indie, 
Vietnam, atd. jsou tyto látky stále hojně využívány, a to zejména při výrobě textilií. Tyto 
textilie jsou potom exportovány do celého světa, kde následně dochází ke kontaminaci 
životního prostředí. 
Cílem této práce byla optimalizace celého analytického postupu a následné stanovení 
technické směsi izomerů 4-nonylfenolu a také 4-t-oktylfenolu ve vybraných vzorcích vody 
odebraných ze tří čistíren odpadních vod a zhodnocení úrovně kontaminace těmito analyty. 
Stanovení bylo prováděno pomocí plynové chromatografie s hmotnostní detekcí. Vzorky byly 
odebírány na odtoku čištěných odpadních vod do recipientu a před analýzou byly 









2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Tenzidy 
Tenzidy je skupinové označení pro látky povrchově aktivní. Jsou to organické látky, které 
mají společnou vlastnost a schopnost se již při nízké koncentraci hromadit na mezifázovém 
rozhraní a ovlivňovat energetické poměry tak, že dochází ke snížení mezifázové energie 
soustavy a tím i mezifázového napětí. Při snížení mezifázového napětí dochází ke zvýšení 
rozpustnosti látek ve vodě nebo ve směsi vody a organických rozpouštědel. Velmi podstatná 
je chemická struktura tenzidů, která má vliv právě na povrchovou aktivitu. Molekula tenzidu 
je tvořena ze dvou odlišných částí. Je tvořena z hydrofobní skupiny, která představuje 
nepolární část, a z hydrofilní skupiny, která představuje polární část molekuly. Hydrofobní 
skupina molekuly je zpravidla tvořena dlouhými uhlovodíkovými zbytky. Například to mohou 
být alifatické řetězce alkanů, alkenů, případně zbytky aromatických sloučenin (benzen, fenol, 
naftalen), a to přednostně ve formě alkylovaných aromatických sloučenin (alkylfenolů, 
alkylbenzenů a alkylnaftalenů). Tyto řetězce mohou být různě větvené, dále mohou být různě 
fluorované, perfluorované, siloxanové apod. Je známo, že čím delší je uhlovodíkový řetězec, 
tím větší bývá povrchová aktivita daného tenzidu. Hydrofilní skupina má k vodě velkou afinitu 
a ve vodném prostředí je velmi dobře hydratovatelná. Silně ovlivňuje rozdělení elektrického 
náboje, celkovou polaritu a celkový iontový charakter molekuly tenzidu. Je tvořena z alespoň 
jedné funkční skupiny schopné disociace (-COOH, -SO3H) nebo nedisociovatelné skupiny 
(-O-, -OH, -COO-, -SO2NH-) [1, 2, 3]. 
 
Obr. č. 1: Příklad struktury molekuly tenzidu [1] (upraveno) 
 
Významnou vlastností molekul tenzidů je, že se shlukují do celků, tj. do struktur 
nazývaných micely. Tvorbu micel umožňuje právě struktura molekuly tenzidu, která je 
tvořena polární a nepolární částí. Molekuly tenzidů se při nízké koncentraci v roztoku 
vyskytují jako monomery. Při zvýšení jejich koncentrace až do určitého bodu se začnou 
molekuly formovat, agregovat a tvořit micely. Tato koncentrace molekul tenzidů se nazývá 
kritická micelární koncentrace. Často se však jedná o různé koncentrační rozmezí, ve kterém 
se molekuly začnou takto chovat. Ve vodném prostředí jsou molekuly tenzidů uskupeny tak, 
že se orientují nepolárním řetězcem dovnitř micely a naopak polární skupinou ven do 
vodního prostředí. Uvnitř micely tak vzniká nepolární prostředí, kde mohou být obsaženy 
nepolární látky (například nečistoty při praní nebo kontaminanty při čištění), které jsou díky 
hydrofilnímu obalu ve vodě lépe rozpustné. Tenzidy jsou hlavní součástí pracích, čisticích, 
emulgačních a dispergačních prostředků [1, 4, 9]. 
Název detergent označuje směs tenzidů, různých přísad (aktivní plniva, barviva a parfémy) 
a dalších látek majících detergentní vlastnosti, což znamená, že mají schopnost převádět 
nečistotu nebo kontaminant z pevného povrchu do objemové fáze roztoku. Saponát je 
nepřesný název pro syntetické tenzidy. Pravidlem bývá, že tenzidy, které jsou používány v 
praxi pro výrobu detergentů, jsou téměř vždy směsi mnoha organických i anorganických 
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sloučenin. Proto se místo chemických názvů běžně používají technické nebo komerční 
názvy. Řada tenzidů se také často označuje zkratkami, jež jsou převzaty z angličtiny. Mezi 
negativní projevy detergentů jako celku patří eutrofizační účinek eventuálně přítomných 
polyfosforečnanů [1, 3, 9]. 
 
2.1.1 Druhy tenzidů 
Tenzidy se rozdělují podle jejich chování, přesněji podle disociace ve vodných roztocích. 
Pokud k disociaci dochází, hovoříme o ionických tenzidech. Pokud k disociaci nedochází, 
hovoříme o neionických tenzidech. Ionické tenzidy se dále dělí na anionické, kationické a 
amfoterní [1, 2, 3]. 
 
2.1.1.1 Kationické tenzidy 
Kationické tenzidy disociují ve vodném prostředí na amfifilní organický kation a anion, 
který je nejčastěji halogenového typu. Téměř u všech kationických tenzidů tvoří kation 
kvartérní dusíkový atom s jedním nebo více řetězci (mohou být i fluorované), převážně 
alkylového typu, často pocházejících z přírodních mastných kyselin. Kationické tenzidy 
představují pouze asi 10 % celkové světové produkce tenzidů. Důvodem je především to, že 
jejich syntéza je finančně nákladnější než anionických tenzidů a kromě toho je není možno 
používat v kombinaci s anionickými tenzidy, protože se vzájemně sráží na nerozpustný 
aglomerát. Rovněž je známo, že kationické tenzidy jsou převážně toxické a jejich biologická 
rozložitelnost je v porovnání s anionickými tenzidy podstatně horší. Kationické tenzidy proto 
nejsou příliš vhodné pro použití v čisticích prostředcích, a to ani jako pěnotvorná činidla. 
Jejich kladný náboj však umožňuje adsorbovat na záporně nabitých substrátech, jako je 
většina pevných povrchů při neutrálním pH. Tato antistatická schopnost je využívána při 
změkčování textilií a u šampónů. Také je možné použít je jako hydrofobní činidla, inhibitory 
koroze a dispergátory pevných částic. Jsou používány například jako emulgátory v 
asfaltových emulzích nebo při disperzi celulózy. Výhodou je i jejich mikrobicidní efekt. Toho 
se využívá u desinfekčních prostředků jak pro domácí, tak i pro nemocniční prostředí, dále 
pro sterilizaci potravinových lahví nebo při výrobě deodorantů. Mezi kationické tenzidy patří 
například polyaminy a jejich soli, kvartérní amoniové soli (chloridy nebo methosulfáty), 
amidové, esterové a etherové aminy, oxy- a ethoxy- aminy, lineární diaminy nebo některé 




Obr. č. 2: Kationický tenzid, alkyl dimethyl benzyl-amonný chlorid [1] 
 
2.1.1.2 Anionické tenzidy 
Anionické tenzidy disociují ve vodném prostředí na amfifilní organický anion a kationovou 
část, kterou tvoří nejčastěji iony alkalických kovů (Na+, K+) nebo kvartérní amonný ion. 
Anionická část je tvořena jedním nebo více řetězci (mohou být i fluorované), převážně 
alkylového typu s hlavními funkčními skupinami, kterými jsou často -COOH, -SO3- a -PO3-. 
Anionické tenzidy představují asi 50 % celkové světové produkce tenzidů. Důvodem je to, že 
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jsou většinou účinnější jak ostatní tenzidy. Mezi nejstarší a nejdéle používané anionické 
tenzidy patří mýdla. Při jejich výrobě se používají sodné soli vyšších karboxylových kyselin 
(přírodní tuky a oleje, živočišné tuky, například vepřové sádlo, oleje kokosový, arašídový i 
olivový). Při výrobě klasických kusových mýdel se nejvíce používají nasycené mastné 
kyseliny s nerozvětveným uhlíkatým řetězcem. Naopak nenasycené mastné kyseliny jsou 
vhodné pro výrobu mazlavých draselných mýdel. Jako vedlejší tenzid, jsou mýdla také 
obsažena v práškových pracích prostředcích, kde působí především jako odpěňovač. Mezi 
nejrozšířenější anionické tenzidy patří mastné kyseliny a alkylbenzen sulfonáty, a to 
převážně poměrně dobře biologicky rozložitelný lineární natrium-sek-alkylbenzensulfonát, 
který nahradil velmi špatně biologicky rozložitelný rozvětvený alkylbenzensulfonát. Využívají 
se nejčastěji v různých mycích a pracích přípravcích, pěnotvorných hasících přípravcích a 
rovněž při různých průmyslových procesech, tj. například při zpracovávání ropy, emulzní 
polymerizaci apod. Dalšími anionickými tenzidy jsou alkylestersulfáty, alkylethoxyestersulfáty 
používané v šamponech a zubních pastách, dále parafinsulfonáty, nebo přesněji sekundární 
alkansulfonáty, které mají sice nízkou detergenční účinnost, avšak výbornou smáčecí 
účinnost, a proto jsou používány v kapalných pracích, mycích a smáčecích prostředcích. Do 
této skupiny patří také alfa-olefinsulfonáty nebo natrium-alkylpolyglykolsulfáty, které jsou 
využívány v kapalných mycích prostředcích, u kosmetických výrobků, vlasových a tělových 
šamponů, tekutých mýdel a koupelových pěn. Do kosmetických mycích přípravků se také 
aplikují natrium-alkylpolyglykolsulfáty, u kterých se používají oligomery s dvěma až třemi 
oxyethylenovými skupinami, které jsou dobře snášeny pokožkou. Dalšími anionickými 
tenzidy jsou také alfa-olefínsulfonáty, lignosulfonáty, sulfosukcináty, isothionáty, sarkosináty, 
sulfokarboxylové sloučeniny, organofosforované tenzidy, tauridy, atd. Určité anionické 
tenzidy se dále používají při výrobě barev nebo při úpravě odpadních vod atd. [1, 2, 3, 10]. 
  
 
Obr. č. 3: Anionové tenzidy, natrium-sek-alkylbenzensulfonát (1), alfa-olefínsulfonát (2) [1] 
 
Jelikož anionické tenzidy představují největší skupinu průmyslově vyráběných tenzidů, je 
také nutné sledovat jejich vliv na životní prostředí. Provádějí se stále více ověřovací pokusy 
s těmito tenzidy; snahou je prokázat, jakým způsobem jejich chemická struktura a fyzikálně-
chemické vlastnosti souvisí s jejich biologickou aktivitou a vlivem na životní prostředí. Toto 
platí pro všechny typy tenzidů. Vlivy těchto tenzidů na buněčné membrány, na aktivitu 
enzymů, na vazbu různých proteinů, jiných buněčných složek a také na jejich toxicitu pro 
člověka, nejsou zcela objasněny. Vědci vesměs dospěli k závěrům, že role anionických 
tenzidů v životním prostředí je dvojznačná; mohou sice způsobit vážné znečištění životního 
prostředí s toxickým dopadem na živé organismy, avšak mohou také podporovat rozklad 
nebo redukci jiných anorganických a organických polutantů z prostředí. Také je třeba 
neustále hodnotit již používané tenzidy a vyvíjet nové, u kterých by byl vliv na životní 
prostředí minimální a které by vykazovaly zejména prospěšné účinky [10]. 
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2.1.1.3 Amfoterní tenzidy 
U amfoterních tenzidů je podmínkou, aby molekula obsahovala dvě funkční skupiny, jednu 
anionickou a jednu kationickou. Jedná se často o sloučeniny se dvěma nebo více zásaditými 
(zpravidla amoniová skupina a aminoskupina) a kyselými (zpravidla karboxylová skupina, 
sulfoskupina) skupinami, které jsou v závislosti na podmínkách prostředí (pH) schopné 
disociovat ve vodném roztoku a poskytovat tak právě povrchově aktivní látky s anionickým 
nebo kationickým charakterem. V alkalickém prostředí se chovají jako anionické tenzidy a 
naopak v kyselém prostředí jako kationické tenzidy. Záleží však také na isoelektrickém bodu 
této molekuly, protože právě při určitém pH má molekula amfoterní charakter. Přitom platí, že 
molekula má převážně nízkou mezifázovou aktivitu a současně maximální rozpustnost ve 
vodě. Amfoterní tenzidy jsou poměrně biokompatibilní, šetrné ke kůži a používají se zejména 
ve farmaceutickém a kosmetickém průmyslu. Díky své vyšší ceně a nízkému mycímu účinku 
se uplatňují jen v malé míře a představují asi jen 5 % světové produkce tenzidů. Často jsou 
kombinovány s anionickými a neionickými tenzidy. Mezi amfoterní tenzidy patří například 
aminopropionové kyseliny, imidopropionové kyseliny a kvarterní sloučeniny, z nichž 
nejvýznamnější jsou alkylsulfobetainy a alkylbetainy, které tvoří základ mnoha kosmetických 
mycích prostředků, jako jsou třeba šampóny atd. [1, 2, 3]. 
 
 
Obr. č. 4: Amfoterní tenzidy, struktura molekul alkylbetainu (1) a alkylsulfobetainu (2) [1] 
 
2.1.1.4 Neionické tenzidy 
Neionické tenzidy ve vodném roztoku nedisociují. U neionických tenzidů je tvořena polární 
hydrofilní skupina aminoskupinou, esterovou, éterickou, fenolovou nebo hydroxylovou 
skupinou, které vytváří s molekulami vody vodíkové můstky. Tak je umožněna jejich 
rozpustnost ve vodě. Jelikož nedisociují, tak jsou vhodné pro kombinaci s dalšími typy 
tenzidů u různých přípravků. Neionické tenzidy představují asi 35 % celkové světové 
produkce tenzidů. V posledních letech produkce těchto tenzidů zaznamenala velký nárůst. 
Neionické tenzidy jsou mnohem méně citlivé k elektrolytům (zejména s dvojmocnými 
kationty), než ionické tenzidy, a mohou být použity při vysoké tvrdosti či slanosti vody. Další 
jejich výhodou jsou dobré mycí, čistící, smáčecí a emulgační vlastnosti. Některé z nich mají i 
dobré pěnící vlastnosti. Nejčastější základní surovinou pro jejich výrobu jsou vyšší mastné 
kyseliny, vyšší alkoholy nebo alkylfenoly. Mezi neionické tenzidy patří hlavně adukty 
alkylenoxidů s etherovým, aminovým, amidovým nebo esterovým můstkem, který spojuje 
hydrofilní polyalkylenoxidovou část molekuly (nejčastěji se jedná o polyethylenglykol jinak 
polyethylenoxid) s hydrofobní částí, která je tvořena alifatickým nebo alkylfenolovým 
uhlovodíkovým řetězcem. Změnami počtu ethoxylových skupin v molekule je možné měnit 
vlastnosti tenzidu. Nejrozšířenějšími neionickými tenzidy jsou právě alkylethoxyláty (neboli 
lineární ethoxylované alkoholy), jenž představují asi 40 % výroby všech anionických tenzidů 
[1, 2, 3]. 
 
Obr. č. 5: Neionický tenzid, struktura molekuly alkylethoxylátu [3] 
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Jejich použití je široké. Uplatňují se například v práškových pracích prostředcích, 
v nepěnivých prostředcích (jelikož mají sníženou pěnivost), v textilním průmyslu jako 
lubrikační, antistatické a apretační prostředky, dále jako emulgátory v kosmetice a dalších 
odvětvích. Dalšími velice rozšířenými neionickými tenzidy jsou alkylfenol ethoxyláty neboli 
ethoxylované alkylfenoly, které představují asi 15 % výroby všech neionických tenzidů. 
Těmto neionickým tenzidům se budu podrobně věnovat v kapitole 2.2, protože nonylfenol 
ethoxyláty velmi úzce souvisí s nonylfenolem. Mezi další neionické tenzidy patří 
ethoxylované thioly, estery mastných kyselin a další přírodní karboxylové kyseliny, například 
polyethoxyestery nebo estery glycerolu, které jsou používány v potravinářském průmyslu a 
při výrobě léčiv, dále deriváty alkanolaminů (použití jako stabilizátory pěny v šamponech a 
koupelových pěnách), aminoxidy (podobné chování jako betainy) apod. V poslední době se 
velká pozornost věnuje také alkylpolyglikosidům, jejichž hydrofilní i hydrofobní část tvoří 
molekuly pocházející z obnovitelných rostlinných surovin. Tyto tenzidy jsou přírodního 
původu, a proto jsou také snadno biodegradabilní. Používají se převážně v čistících a 
mycích prostředcích jako vedlejší tenzid a v kosmetice v mycích a emulzních prostředcích. 
Nacházejí také uplatnění v práškových detergentech [1, 2, 3]. 
 
2.1.1.5 Biotenzidy 
V posledních letech se při stále větším zájmu k ochraně životního prostředí hledají různá 
řešení, jak nahradit klasické tenzidy. To by mohl přinést výzkum nových biotenzidů. 
Biotenzidy vykazují nízké hodnoty povrchového napětí a tím i nízkou hodnotu kritické 
micelární koncentrace. Jsou vyráběny z různých bakterií, kvasinek, plísní a jsou velmi 
atraktivní náhradou klasických chemických rozpouštědel a syntetických detergentů 
používaných v průmyslu i pro jiné aplikace. Biotenzidy mají několik výhod v porovnání s 
klasickými syntetickými tenzidy. Jejich výhodou je to, že jsou biologicky rozložitelné a 
nehromadí se v životním prostředí, dále že vykazují nízkou toxicitu pro vodní organismy a co 
je důležité, mají vhodnější vlastnosti, než syntetické tenzidy. Kromě toho jsou produkovány 
bakteriemi, které jsou schopné metabolizovat desorbující se nečistoty, včetně kontaminantů. 
Stejně jako u ostatních komplexních biologických matric se dále nabízí možnost využití 
dalších jedinečných vlastností [6, 7]. 
 
2.1.2 Vliv tenzidů na životní prostředí 
Jak už bylo zmíněno u anionických tenzidů, je zapotřebí neustále testovat všechny druhy 
tenzidů, aby bylo možné prokázat, jakým způsobem souvisí jejich chemická struktura a 
fyzikálně-chemické vlastnosti s jejich biologickou aktivitou, vlivem na životní prostředí, a zda 
je možno je používat bez výraznějších negativních ekologických dopadů. Mnoho tenzidů 
může vykazovat negativní vlastnosti, jakými jsou například toxicita, bioakumulace, špatná 
biodegrabilita, estrogenita, karcinogenita a mutagenita. Kromě toho tenzidy způsobují 
nežádoucí pěnění v ČOV, kdy se díky špatnému provzdušňování snižuje účinnost čištění 
odpadních vod. Bylo zjištěno, že při koncentracích anionických a neionických tenzidů větších 
než 0,1 mg/l dochází k chronické toxicitě vodních organismů [12]. Proto se výrobci snaží o 
další vývoj tenzidů, které by splňovaly nejenom specifické technické požadavky z hlediska 
jejich aplikace, ale také požadavky na jejich minimální vliv na životní prostředí a snadnou 




2.1.3 Biodegradace tenzidů 
Pod pojmem biodegradace se rozumí biochemický rozklad látek působením 
mikroorganismů. V případě tenzidů mohou některé z nich tyto látky metabolizovat a využívat 
je jako zdroj energie, případně jako stavební prvky na vlastní biosyntézu. Pravidlem bývá, že 
u první fáze rozkladu ztrácejí tenzidy svoji povrchovou aktivitu. To mnohdy ovšem nestačí, 
aby vzniklé sloučeniny neměly takový vliv na životní prostředí jako původní tenzidy, někdy 
naopak vznikají ještě toxičtější sloučeniny než původní tenzidy. Proto je důležité, aby se 
tenzidy rozložily na konečné produkty látkové přeměny (CO2, H2O, NO3-,SO42-). Rozklad 
tenzidů probíhá buď samovolně (v odpadních vodách nebo ve vodních tocích), nebo je 
vyvolán uměle (v čistírnách odpadních vod pomocí aktivovaného kalu), a to za současné 
katalýzy prostřednictvím enzymů. Při tomto biochemickém rozkladu je využíváno obecně 
platných oxidačních mechanismů, tj. především ω - oxidace, β - oxidace a oxidační rozklad 
aromatického jádra. Prvním stupněm rozkladu tenzidů je ω - oxidace, která probíhá na 
koncové methylové skupině hydrofobního řetězce, která je převáděna na skupinu 
karboxylovou; β - oxidace probíhá při rozkladu lineárních uhlovodíků s karboxylovou 
skupinou, kdy dochází k postupnému zkracování a k degradaci uhlovodíkového řetězce 
mastné kyseliny. Při aerobních podmínkách je vodík přenášen na atmosférický kyslík za 
vzniku vody. V anaerobním prostředí bývají akceptorem vodíku uhlíkaté sloučeniny nebo 
sulfáty. Při rozkladu aromatického jádra benzenu a jeho derivátů dochází k jeho štěpení 
oxidací kyslíkem za současného působení enzymů. Výslednými produkty následných reakcí, 
kde probíhají také přesmyky, mohou být octan a jantaran, případně při jiných mechanismech 
mravenčan, acetaldehyd a pyrohroznan [8, 11, 12]. 
Existuje řada chemických a ekologických faktorů, které mají vliv na mechanismus, kinetiku 
a stupeň biodegradace tenzidů. Mezi nejdůležitější ovlivňující faktory patří chemická 
struktura a environmentální vlastnosti, tj. teplota prostředí, druh prostředí (říční sladká nebo 
slaná mořská voda), aerobní nebo anaerobní podmínky, koncentrace rozpuštěného kyslíku, 
zastoupení dalších organických a jiných sloučenin. Platí, že různé tenzidy mají různé 
degradační chování v životním prostředí. Většina z nich může být zcela rozložena, avšak 
některé mohou za anaerobních podmínek setrvat dlouhou dobu v  životním prostředí 
nerozloženy. U chemické struktury záleží na délce alkylového řetězce, protože platí, že čím 
je řetězec delší a méně větvený, tím probíhá biodegradace snadněji. Dále záleží na poloze a 
počtu fenylových skupin nebo dalších jiných substituentů, na přerušení oxidace na uhlíku, na 
kterém je vázána fenylová skupina, na vzdálenosti mezi sulfo- a methylovou skupinou. 
Samotná přítomnost benzenového jádra u tenzidů snižuje jejich biodegrabilitu a zhoršuje 
proces čištění v ČOV. U teploty prostředí převážně platí, že čím je teplota vyšší, tím je 
biodegradace rychlejší. Podobně také platí, že v aerobních podmínkách probíhá 
biodegradace dobře, zatímco v anaerobních podmínkách nemusí probíhat vůbec [8, 11, 12]. 
 
2.1.4 Právní předpisy o tenzidech a detergentech 
Tenzidům a detergentům je z hlediska legislativy věnována dostatečná pozornost, protože 
jsou používány ve velkém měřítku. Již v roce 1973 vznikl právní předpis pro země EU 
věnující se detergentům a jejich biologické rozložitelnosti. Tyto předpisy se týkaly všech typů 
tenzidů. Tato nařízení však nezahrnovala takové testy, které by určily stupeň úplného 
biologického rozkladu; jednalo se jen o primární degradaci tenzidů, tj. o ztrátu jejich 
detergentních vlastností. Jejich nedostatkem byla některá stanovení, která šla využít jen u 
anionických a neionických tenzidů a nebyla už použitelná pro kationické a amfoterní tenzidy. 
Nařízení se postupně nahrazovala a měnila, avšak výrazný zlom nastal až s nařízením 
Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 648/2004 o detergentech. Klíčovou změnou tohoto 
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nařízení bylo posuzování úplného rozkladu tenzidů obsažených v detergentech a také 
podmínka a požadavek, aby testy bylo možné provést u všech typů tenzidů. Tento 
legislativní požadavek také řešil problém toxicity rozkladných metabolitů tenzidů. Toto 
nařízení současně určuje povinnost pro výrobce, tj. uvádění složení, dávkování a dalších 
informací o detergentu přímo na jeho obalu. Dalším významným právním aktem bylo 
nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1907/2006 o registraci, hodnocení, 
povolování a omezování chemických látek a o zřízení Evropské agentury pro chemické látky, 
tzv. nařízení REACH. To se týká chemikálií všeobecně, tj. i tenzidů. Do dnešní doby byly 
vydány další nařízení a doplňky, které opravily ty starší a jsou nyní platné v ČR i celé EU. 
Přehled těchto aktuálně právních předpisů týkajících se tenzidů a detergentů jsou 
prezentovány v přílohách - Příloha 1 [13, 14, 15]. 
V ČR začal vývoj právních předpisů týkajících se tenzidů a detergentů až o dvacet let 
později než v EU, a to dobrovolnou dohodou mezi MŽP ČR a Českým sdružením výrobců 
mýdla, čistících a pracích prostředků (CSDPA), o postupném snižování dopadů pracích 
prostředků na životní prostředí. Dohoda byla postupně doplněna dvěma dodatky (v roce 
1998 a 2001), které zahrnovaly ukončení používání neiontových tenzidů na bázi 
ethoxylovaných alkylfenolů v pracích prostředcích, které byly určeny pro použití 
v domácnostech a podmínku, uvádět na český trh pouze bezfosfátové detergenty, a to od 
roku 2005. Se vstupem ČR do EU došlo k implementaci příslušných směrnic do národní 
legislativy a veškerá nařízení Evropského parlamentu jsou platná i v ČR [13, 14]. 
V posledních letech je snahou vyrábět tenzidy, které jsou dobře biologicky rozložitelné, a 
proto tenzidy nejsou považovány za významný kontaminant životního prostředí. Na základě 
toho určují předpisy EU a ČR maximální koncentrace tenzidů ve vodách spíše z estetických 
důvodů s ohledem na pěnění vody, protože pěnění může způsobovat problémy 
v biologickém stupni čištění v ČOV, kdy dochází ke snižování účinnosti celého čištění [9, 12, 
13]. 
Výrobkům s detergenty může být za určitých podmínek udělena tzv. ekoznačka. To 
znamená, že výrobek označený touto značku představuje menší riziko pro ŽP, než je u dané 








2.2 Nonylfenol ethoxyláty 
Nonylfenol ethoxyláty jsou čiré oranžově olejové kapaliny nebo voskovité pevné látky, 
které jsou považovány za chemicky stabilní a málo reaktivní [18]. Jsou to zástupci 
neionických tenzidů, přesněji alkylfenol ethoxylátů, které představují asi 15 % celkové 
světové výroby neionických tenzidů a z nichž nonylfenol ethoxyláty představují převážnou 
většinu jejich výroby (asi 80 %). Další poměrně menší skupinu představují oktylfenol 
ethoxyláty a ještě menší decylfenol ethoxyláty. Nonylfenol ethoxyláty se skládají 
z  hydrofobní a hydrofilní části. Hydrofobní část je tvořena uhlovodíkovým řetězcem s 9 
(oktylfenol ethoxylátů - 8, decylfenol ethoxyláty - 10) uhlíky a s fenolovým jádrem, 
tj. 4-nonylfenolem. Uhlovodíkový řetězec může být často různě strukturně rozvětvený. 
Nejčastější zastoupení v nonylfenol ethoxylátových tenzidech je právě směs takto různě 
strukturně rozvětveného nonyl řetězce. Hydrofilní část je tvořena ethoxylovaným řetězcem 
zajišťujícím rozpustnost ve vodě. Tento řetězec může obsahovat různý počet ethoxylovaných 
skupin; nejčastěji jich je 6 až 12, nejběžněji 9. Počet těchto skupin ovlivňuje vlastnosti celého 
tenzidu. Například při 9 ethoxylovaných skupinách je bod varu sloučeniny jen 94 °C. Při 
zvyšování počtu těchto skupin bod varu stoupá. Molekulová hmotnost se může pohybovat od 
250 g/mol až po 4100 g/mol [2, 16, 17]. Jejich rozpustnost ve vodě závisí na počtu 
ethoxylovaných skupin. Čím více jich je, tím je rozpustnost ve vodě lepší. Nonylfenol 
ethoxyláty s 5 ethoxylovanými skupinami mají za normálních podmínek rozpustnost 




Obr. č. 7: Strukturní vzorec nonylfenol ethoxylátů [2] (upraveno) 
 
2.2.1 Výroba nonylfenol ethoxylátů 
Základní surovinou pro výrobu nonylfenol ethoxylátů je 4-nonylfenol, jehož výroba bude 
popsána v kapitole 2.3 Nonylfenol. Při výrobě nonylfenol ethoxylátů je používána technická 
směs 4-nonylfenolu a může vzniknout celá řada produktů. Výrobní proces je založen na 
vícenásobné adici ethylenoxidu na nonylfenol za přítomnosti katalyzátoru hydroxidu 
draselného. Při tomto procesu mohou vznikat další produkty, jako je například 




Obr. č. 8: Výroba nonylfenol ethoxylátů [20] (upraveno) 
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Těchto tenzidů bylo v různých zemích vyrobeno nebo spotřebováno velké množství, 
například v ČR to bylo v letech 2000 - 2003 60 - 99 tun za rok [17]. V roce 1998 byla celková 
spotřeba těchto látek v Evropě kolem 20 tisíc tun. Výroba byla rozšířená i ve Velké Británii, 
v USA a Kanadě. Jen v USA bylo v roce 2004 spotřebováno 118 tisíc tun, v období kolem 
roku 2008 bylo spotřebováno 136 - 182 tisíc tun. Celková světová spotřeba v roce 2009 
činila 612 tisíc tun [20]. Poměrně velká část byla aplikována také v Asii a v dalších 
rozvojových zemích. Důvodem používání těchto látek je také to, že jejich výroba je poměrně 
levná [2, 16, 17 18, 20, 21]. Výroba a spotřeba těchto látek se však postupně snižuje, a to 
zejména v EU, Kanadě a USA. Důvodem je jejich předpokládaná toxicita a přísnější 
legislativa [22]. 
 
2.2.2 Využití nonylfenol ethoxylátů 
Limitujícím faktorem, jaký druh nonylfenol ethoxylátů použít pro danou aplikaci, je počet 
ethoxylovaných skupin. Nonylfenol ethoxyláty se hlavně používají jako průmyslové 
detergenty (s 8 - 12 ethoxylovanými skupinami), dále při zpracování textilu, praní vlny, 
zpracování dřevoviny a papíru, při povrchové úpravě kovů, při těžbě ropy a plynu, při 
polymerizaci plastů, při přípravě nátěrů a pryskyřic a také při výrobě elektřiny. Dále mohou 
být aplikovány do pesticidních přípravků jako dispergátory a emulgátory, a do spermicidů. 
Kromě toho jsou také součástí pracích a čisticích prostředků a mohou být obsaženy 
v různých kosmetických přípravcích, například v krémech, šampónech a deodorantech. 
Do mazacích olejů a hasebních prostředků jsou aplikovány ty, které mají méně jak 5 
ethoxylovaných skupin, do emulgátorů a dispergátorů nejčastěji ty, které obsahují 12 - 20  
ethoxylovaných skupin [2, 16, 17, 18, 20, 21]. 
 
2.2.2.1 Nonylfenol ethoxyláty v textilním průmyslu 
Využití nonylfenol ethoxylátů v textilním průmyslu je poměrně rozsáhlé. Slouží jako 
smáčedla textilních vláken, při barvení a další úpravě textilních materiálů. Jejich použití 
v textilním průmyslu je v EU, včetně ČR, Kanady, USA a v některých dalších zemích 
omezeno. To však neplatí pro různé rozvojové země, mezi které patří státy Asie, Jižní 
Ameriky, Afriky, Oceánie, kde se nonylfenol ethoxyláty v textilním průmyslu běžně používají. 
Jmenovat lze země, jako jsou Čína, Thajsko, Filipíny, Srí Lanka, Vietnam, Indie, Malajsie, 
Turecko, Egypt, Kambodža, Pákistán, Bangladéš aj. Zbytky z výroby těchto produktů jsou 
vypouštěny z těchto textilních továren přímo do vodních ekosystémů. Hlavním problémem je 
však to, že tyto textilní výrobky jsou vyváženy do celého světa; nonylfenol ethoxyláty jsou 
v hotovém textilním výrobku rovněž obsaženy a při praní se mohou dostat do vody. 
Kanalizací pak putují do ČOV, kde jsou často degradovány pouze na toxický nonylfenol, 
který má negativní dopad na životní prostředí [23, 27, 31, 32, 34, 35, 49]. 
Mezinárodní skupina Greenpeace v roce 2011 testovala 78 kusů sportovního a 
rekreačního oblečení a bot od 15 světových výrobců. Všechny produkty byly otestovány v 
renomované nezávislé laboratoři; 52 jich obsahovalo nonylfenol ethoxyláty, z nichž některé 
obsahovaly množství až tisíců mg/kg těchto látek s různým stupněm uvolnění při prvním 
praní. V roce 2012 test oblečení skupina Greenpeace provedla znovu. Celkově zakoupila 
141 kusů oblečení ve 29 zemích světa. Nonylfenol ethoxyláty byly detekovány v 89 vzorcích 
oblečení, včetně výrobků české firmy Blažek. Ve 12 vzorcích se nacházelo množství 
nonylfenol ethoxylátů větší než 1000 ppm. Ve čtyřech vzorcích byly také identifikovány 
ftaláty, ve dvou byly nalezeny azobarviva, ze kterých se můžou uvolňovat rakovinotvorné 
aminy. Někteří výrobci světových značek (Puma, Nike, Adidas, Li-Ning, Zara, H&M a C&A) 
se již dohodli na ukončení používání NPnEO. Tato dohoda však neobsahuje přesné závazky 
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ani časové termíny, které by znamenaly ukončení jejich používání. V Evropě platí certifikační 
systém pro textilie Öeko-Tex Standard 100, který potvrzuje, že tkaniny jsou vyráběny v 
souladu s požadavky evropské chemické směrnice [23, 27, 31, 32, 34, 35]. 
 
 
Obr. č. 9: Nonylfenol ethoxyláty v textilním průmyslu [27] (upraveno) 
 
2.2.3 Toxicita nonylfenol ethoxylátů a jejich vliv na organismy 
Toxicita nonylfenol ethoxylátů spočívá zejména v jejich biodegradaci na toxický nonylfenol 
a další toxické meziprodukty. Tyto sloučeniny jsou vesměs ještě více toxické než původní 
nonylfenol ethoxyláty. Toxicita nonylfenol ethoxylátů s větším množstvím ethoxylovaných 
jednotek není tak významná. Pro vodní, ale také pro ostatní organismy platí, že jejich toxicita 
klesá s rostoucím počtem ethoxylovaných jednotek. Toxicitu lze porovnat s nonylfenolem 
prostřednictvím toxického ekvivalentního faktoru (TEF), který je u nonylfenolu roven 1. Pro 
nonylfenol ethoxyláty s jednou nebo dvěma ethoxylovaných jednotkami je hodnota TEF 0,5. 
Což znamená, že jsou pro vodní organismy jen z poloviny toxické jak nonylfenoly. U 
nonylfenol ethoxylátů s devíti a více ethoxylovanými jednotkami se hodnota TEF pohybuje 
kolem 0,005 [2, 18, 24]. 
Vliv nonylfenol ethoxylátů na člověka nebyl dosud příliš sledován. Vše souvisí s jejich 
přeměnou na velmi toxický nonylfenol. Je známo, že nonylfenol ethoxyláty mají silné 
odmašťovací a dehydratační účinky a proto jsou nebezpečné a dráždivé zejména při 
potřísnění pokožky nebo při vniknutí do oka [16, 18]. 
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Vhodnými alternativy pro použití místo nonylfenol ethoxylátů jsou například alkohol 
ethoxyláty, lineární a rozvětvené glukózové deriváty karbohydrátů, například alkylpoly-
glukosidy, glukamidy a oxidy glukaminů, jenž nepředstavují takové riziko pro ŽP, jsou lépe 
biologicky rozložitelné, méně perzistentní a rozkládají se na chemické sloučeniny, které jsou 
méně toxické než nonylfenol. Alternativní sloučeniny však někdy lze použít jen v určitých 
případech, aplikacích. Řešením je také kombinace těchto sloučenin s jinými tenzidy a další 
různé kombinace látek, které u výsledného produktu zajišťují požadované vlastnosti [16, 18]. 
 
2.2.4 Biodegradace nonylfenol ethoxylátů 
Biodegradace nonylfenol ethoxylátů se uskutečňuje prostřednictvím mikroorganismů, 
převážně bakterií. Během biodegradace využívají mikroorganismy tenzidy jako zdroj živin a 
energie [12]. Biodegradace není úplná, nejčastěji jsou odbourány jen ethoxylované skupiny. 
Tento proces se nazývá primární degradace. Při tomto procesu pak vznikají látky, které jsou 
bioakumulativní, resistentní, lipofilní a ještě více toxické, než původní nonylfenol ethoxyláty. 
Převážně vzniknou nonylfenoly a další toxické meziprodukty, jako jsou nonylfenoly s jednou 
nebo dvěma ethoxy skupinami a nonylfenoxy karboxylové kyseliny. 
 Biologický rozklad nonylfenol ethoxylátů spočívá v narušení vazby mezi hydrofobní a 
hydrofilní částí a následné oxidaci. Degradace může probíhat třemi způsoby, dochází k: 
 
1. postupnému zkracování ethoxylovaného řetězce  
2. roztržení etherové vazby s následující oxidací α-uhlíku  
3. oxidaci poslední methylové skupiny lineárního nonylfenolového řetězce s následnou 
    rychlou degradací vzniklého alkoholu. 
 
Nejčastější a převažující je první případ, kdy dochází k postupnému zkracování 
ethoxylovaného řetězce. Při tomto procesu postupně dochází k odštěpování ethoxylovaných 
skupin a ke vzniku acetaldehydu [49]. Nonylfenol ethoxyláty mohou být rovněž oxidovány na 
nonyl polyethylenglykol-karboxylovou kyselinu, u které mohou být  postupně odštěpovány 
ethoxylované skupiny. 
Výslednými produkty těchto metabolických přeměn jsou nonylfenoxy octová kyselina a 









Obr. č. 11: Primární biodegradace nonylfenol ethoxylátů na nonylfenol při postupném 
zkracování ethoxylovaného řetězce [2] (upraveno) 
 
2.2.4.1 Vlivy ovlivňující biodegradaci 
Na mechanismu a kinetice celého procesu se podílí především:  
 
1. Chemická struktura NPnEO (druh vazby mezi hydrofilní a hydrofobní částí, struktura 
obou částí a počet ethoxylovaných jednotek) 
2. Okolní podmínky prostředí (teplota, světlo, aerobní nebo anaerobní podmínky, pH aj.) 
3. Koncentrace NPnEO. 
 
Ad 1. Z hlediska struktury nonylfenol ethoxylátů má největší vliv na biodegrabilitu počet 
ethoxylovaných skupin v molekule a délka ethoxylovaného řetězce. Platí, že čím je menší 
počet ethoxylovaných skupin, tím více se zvyšuje lipofilní charakter molekuly a sloučenina je 
odolnější k biodegradaci. Tyto sloučeniny jsou také více toxické. Dále platí, že čím delší je 
ethoxylovaný řetězec, tím jsou tyto sloučeniny lépe biologicky rozložitelné. Velmi často se 
však jedná pouze o biodegradaci na nonylfenol, který je velmi těžko biologicky rozložitelný. 




Ad 2. Velký vliv na biodegrabilitu nonylfenol ethoxylátů mají také okolní podmínky prostředí, 
zejména teplota, světlo, pH, aerobní nebo anaerobní podmínky, tj. koncentrace kyslíku, druh 
prostředí a počet a druh mikroorganismů v daném prostředí. Teplota je faktor ovlivňující 
mnoho biodegradačních procesů [12, 38, 49, 50]. Bylo zjištěno, že při vyšší teplotě vody 
v říčním prostředí probíhá biodegradace nonylfenol ethoxylátů rychleji a dochází k vyššímu 




Obr. č. 12: Závislost biodegradace nonylfenol ethoxylátů na teplotě říční vody [38] 
(upraveno) 
 
Biodegradace nonylfenol ethoxylátů je v přírodě závislá i na ročním období, v létě by měla 
být lepší jak v zimě. Tento vliv teploty by měl platit i pro další prostředí (odpadní voda, půda, 
sediment, kaly, apod.). Teplota však nesmí být enormně vysoká, aby nedocházelo k úhynu 
rozkladných organismů. 
Světlo je dalším z faktorů ovlivňující biodegradaci. Samotné sluneční záření může 
degradovat nonylfenol ethoxyláty. Ve vodě tento typ degradace probíhá lépe než v půdě 
[18]. V jedné studii však bylo prokázáno, že světelné záření proces biodegradace inhibuje. 
Tato inhibice trvala do určitého stupně za přístupu světla 33 dní, bez přístupu světla však 
pouze 19 dní [39]. 
Aerobní a anaerobní podmínky také mají velký vliv na biodegrabilitu nonylfenol ethoxylátů. 
Aerobní podmínky výrazně napomáhají biodegradaci NPnEO a lze dosáhnout skoro úplné 
primární biodegradace. Naopak v  anaerobních podmínkách (např. v sedimentech) je 
biodegradace složitější a probíhá pomaleji [12]. V jiné studii bylo publikováno, že 
primární biologický rozklad NPnEO v odpadní vodě byl za aerobních podmínek s 
aktivovaným kalem poměrně rychlý. Za 1,5 dne byly NPnEO primárně degradovány již 
z 92 %, za dva dny již z 99 %. Degradace aromatického benzenového kruhu už nebyla 
tak dobrá, protože byla degradována jen malá část [45]. 
Důležitou roli hraje také druh prostředí, tj. matrice, kde se NPnEO nacházejí. Bylo 
publikováno, že nonylfenol ethoxyláty s 12 ethoxy skupinami byly primárně degradovány 
v zemědělské půdě za 0,3 až 5 dnů [42]. Vždy však záleží na dalších podmínkách, tj. 
teplotě, druhu půdy, přístupu vzduchu, pH aj. Je známo, že písčité půdy jsou lépe 
provzdušňovány, avšak nenachází se zde tolik organické hmoty a v důsledku toho také 
21 
 
mikroorganismů, jako v černozemních půdách, kde probíhá biodegradace rychleji [42]. 
Ve vodním prostředí je biodegradace NPnEO pomalejší, ale důležitou roli hrají i zde další 
podmínky [38]. Primární biodegradace NPnEO v biologickém stupni ČOV je poměrně rychlá, 
protože se zde nachází větší množství rozkladných mikroorganismů. V sedimentech trvá 
naopak primární biodegradace déle, vzhledem k anaerobním podmínkám [12]. 
 
Ad 3. Koncentrace nonylfenol ethoxylátů v určitém prostředí rovněž ovlivňuje jejich celkovou 
biodegrabilitu. Bylo zjištěno, že při vyšší koncentraci NPnEO v říční vodě, s průměrem 
ethoxylovaných jednotek 15, byla primární biodegradace na nonylfenol pomalejší než při 
koncentraci menší. Po 30 dnech bylo u nižších koncentrací dosaženo biodegradace z 85 %, 
u vyšší koncentrace to bylo 65 %. Na to měla pravděpodobně vliv vyšší koncentrace 
vznikajícího toxického nonylfenolu a nízko ethoxylovaných nonylfenolů, které ovlivňovaly 
rozkladné mikroorganismy [2, 38]. Podobně to probíhá i v biologickém stupni ČOV, kdy vyšší 
koncentrace NPnEO, nejčastěji vznikajícího nonylfenolu a nízko ethoxylovaných nonylfenolů 
může vyvolat toxický účinek na rozkladné mikroorganismy v aktivovaném kalu [42, 49]. 
 
V další publikaci byla sledována biodegradace nonylfenol ethoxylátů a jejich rozkladných 
produktů nonylfenol ethoxylátů s jednou a dvěma ethoxylovanými jednotkami (NP1EO a 
NP2EO) a nonylfenolu v kalu, a to za anaerobních podmínek. Bylo prokázáno, že faktory 
jako jsou koncový elektronový akceptor, organická hmota, počáteční koncentrace a teplota 
měly značný vliv na anaerobní biodegradaci. Přidáním koncových elektronových akceptorů 
s vysokým redoxním potenciálem (sulfáty, dusičnany) by se rozklad NPnEO zlepšil, avšak 
tento proces inhibovala přítomnost přidané organické hmoty. Prudký pokles teploty znamenal 
výrazné zhoršení biodegradace NPnEO. Také bylo zjištěno, že vliv meziproduktu nonylfenolu 
na proces biodegradace NPnEO měl vliv jen při vysokých koncentracích NPnEO. Akumulace 




Obr. č. 13: Biodegradace nonylfenol ethoxylátů v kalu za anaerobních podmínek inkubace 
při 25 °C [47] (upraveno) 
 
Z obrázků je patrná zvyšující se koncentrace nonylfenolu pocházející z primární 
biodegradace NPnEO a jeho následná pomalá biodegradace. Také je zřejmé, že proces 
biodegradace jednotlivých analytů za těchto podmínek trvá velice dlouho, převážně několik 
dnů, zvláště u nonylfenolu [47]. 
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2.2.4.2 Procesy probíhající v ČOV 
Klasickým příkladem je biodegradace probíhající v ČOV, která se uskutečňuje převážně 
v biologickém stupni ČOV. Jak již bylo popsáno, biodegradace NPnEO v ČOV není úplná, 
často dochází jen k primární degradaci. Nejčastější je vznik převážně perzistentních 
toxických meziproduktů, tj. nízko ethoxylovaných nonylfenolů (s jednou až třemi 
ethoxylovanými skupinami, které jsou dále oxidovány na nonyldiethylenglykol karboxylovou 
kyselinu nebo nonylfenoxy octovou kyselinu) a nonylfenolu. Značné množství těchto látek se 
sorbuje v kalech. Bylo zjištěno, že degradace NPnEO probíhá při kontinuálním čištění 
odpadních vod poměrně dobře a rychle, protože jsou zde přítomny potřebné bakterie a 
enzymy, a to jak za aerobních, tak také za anaerobních podmínek [12, 48, 49]. 
V další studii byla potvrzena dobrá a poměrně rychlá primární biodegradace NPnEO 
probíhající v denitrifikačním aktivovaném kalu. Také zde měla na rychlost biodegradace vliv 
teplota, počáteční koncentrace NPnEO a přítomné organické látky. Bylo zjištěno, že některé 
organické látky silně inhibují tuto biodegradaci. Snížení teploty mělo za následek zhoršení 
biodegradace, která trvala o několik dní déle. Rovněž se potvrdilo, že v porovnání s 
biodegradací probíhající v anaerobním aktivovaném kalu má tato daleko větší účinnost 
odstranění NPnEO [49]. 
Primární biodegradace NPnEO většinou neprobíhá úplně, jak je prezentováno 
v publikacích pocházejících z různých zemí. Bylo prokázáno, že v ČOV v USA byla účinnost 
primární biodegradace v rozmezí 93 - 99 %, v Japonsku v 66 - 99 %, v Itálii v 74 - 98 % a ve 
Švýcarsku v 47 - 89 % [12, 38]. 
Nonylfenol ethoxyláty výrazně ovlivňují růst biomasy aktivovaného kalu. Maximální 
specifické tempo růstu biomasy v odpadních vodách obsahujících tenzidy je poměrně 
vysoké, avšak obvykle o něco nižší, než u odpadních vod tenzidy neobsahujících. To neplatí 
u NPnEO, kde se toto tempo růstu snižuje velmi podstatně. Všeobecně platí, že čistící 
proces zhoršuje přítomnost aromatického benzenového jádra, které NPnEO také obsahují 
[11]. 
Jako vhodný pro čištění odpadní vody obsahující větší množství NPnEO se jeví dle jedné 
studie dvoudimenzionální biofilmový reaktorový systém s určitými typy mikroorganismů v 
biofilmu, jenž vykazuje dobré biodegradační výsledky. Byla potvrzena i lepší biodegradace 
nonylfenolu [43]. 
 
2.2.5 Legislativa platná pro nonylfenol ethoxyláty 
Prvním náznakem řešení problému s nonylfenol ethoxyláty v ČR byl v roce 1998 dodatek k 
dobrovolné dohodě mezi MŽP ČR a CSDPA o postupném ukončení používání neionických 
tenzidů na bázi ethoxylovaných alkylfenolů v pracích prostředcích, které byly určeny pro 
použití v domácnostech. První legislativní počin byla vyhláška č. 221/2004 Sb., stanovující 
podmínku minimálního stupně primárního rozkladu anionických a neionických tenzidů 
obsažených v detergentech. V příloze 2 této vyhlášky bylo uvedeno omezení i pro nonylfenol 
ethoxyláty a nonylfenol. Tyto látky se nesmí uvádět na trh, dávat je do oběhu nebo je 
používat jako samostatnou látku nebo jako složku přípravku v koncentracích rovných nebo 
vyšších než 0,1 hm. %, a to při následujících použitích: průmyslové a profesionální čištění s 
výjimkou kontrolovaných uzavřených systémů chemického čištění a systémů čištění se 
speciálním postupem, kde se prací kapalina recykluje nebo spaluje, dále pro domácí čištění, 
zpracování textilií a kůže s výjimkou zpracování bez úniků do odpadní vody nebo pro 
systémy se speciálním postupem, kde se voda použitá při zpracování předběžně upravuje 
úplným odstraněním organických podílů před biologickým čištěním odpadní vody (odmaštění 
ovčích kožešin). Kromě toho se nesmějí používat jako emulgátory při omývání struků 
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v zemědělství, při zpracování kovů s výjimkou použití v kontrolovaných uzavřených 
systémech, kde se prací kapalina recykluje nebo spaluje, při výrobě celulózy a papíru, 
kosmetických přípravků, jiných přípravků pro osobní péči, s výjimkou spermicidů a složek 
komerčních úprav pesticidů a biocidů.  
Vyhláška č. 221/2004 Sb., byla později zrušena novelou zákona o chemických látkách a 
chemických přípravcích č. 371/2008 Sb. a byla nahrazena nařízením č. 1907/2006 „REACH“, 
ve znění pozdějších předpisů. Omezení použití nonylfenol ethoxylátů je začleněno do přílohy 
XVII tohoto nařízení. Zákonem č. 371/2008 byla zajištěna kompatibilita českých národních 
předpisů s nařízením č. 1907/2006 (REACH) a souvisejícími předpisy EU. Vše bylo ještě 
upraveno vyhláškou č. 350/2011 Sb. [5, 13, 17, 25]. 
V ČR a také v EU platí předpisy, které velice omezují nebo zakazují použití nonylfenol 
ethoxylátů a nonylfenolu s výjimkami popsanými výše. Podobné podmínky platí i v USA a 
také v Kanadě, kde se také snaží omezovat výrobu a využití nonylfenol ethoxylátů a 
nonylfenolu. To však neplatí pro rozvojové země, mezi které patří státy Jižní Ameriky, Asie, 
Afriky, Oceánie a další [17, 18, 20, 21, 26, 27]. 
V roce 2003 přijala EU a některé další státy Kyjevský protokol, který byl součástí Aarhuské 
úmluvy, týkající se registru úniků a přenosů polutantů. Nařízení vlády č. 368/2003 Sb. určuje 
v příloze č. 2 povinnost ohlašování emisí z průmyslových lokalit nebo jiných znečišťujících 
zdrojů právě po ratifikaci tohoto protokolu. Tento protokol byl ratifikován dne 26. září 2012 
29 státy. S tím souvisí následující platné ohlašovací prahy pro nonylfenol ethoxyláty a 
nonylfenol: emise do ovzduší - nestanoveno, emise do vody 1 kg/rok, emise do půdy  
1 kg/rok a přenosy mimo provozovnu  5 kg/rok [17, 28]. 
Limitní hodnoty pro jejich obsah ve vodách, půdě, odpadech, ovzduší apod. zatím nejsou 
stanoveny, dokonce ani pro pitnou vodu. Pouze platí, že nejvyšší přípustná hodnota (NPK) 




Nonylfenol je sloučenina patřící do skupiny alkylfenolů. Jedná se o toxickou, xenobiotickou 
sloučeninu, která patří mezi endokrinní disruptory schopné zasahovat do hormonálního 
systému organismů. Je to degradační meziprodukt rozkladu průmyslově používaných 
nonylfenol ethoxylátů, případně mohou být zdrojem odpadní vody pocházející ze závodů 
vyrábějících nonylfenol nebo NPnEO. Z hlediska struktury je nonylfenol složen z fenolového 
aromatického kruhu, na který může být v polohách ortho, meta a para navázán alifatický 
uhlovodíkový řetězec s devíti atomy uhlíku (nonyl); nejčastěji je to poloha para (-4-), 
sloučenina je potom 4-nonylfenol. Řetězec může být lineární nebo různě strukturně 
rozvětvený. Na základě toho mohou mít jednotlivé izomery i mírně odlišné vlastnosti. 
V průmyslu se používá jeho technická směs obsahující cca 22 izomerů. Číslo CAS této 
směsi je 25154-52-3. Tato směs izomerů je při teplotě 25 °C světle žlutá viskózní kapalina s 
bodem tání okolo -10 °C a s bodem varu 310 °C (± 15 °C). Čisté izomery snadno krystalizují. 
Technická směs obsahuje malé množství izomerů 2-nonylfenolu, 4-oktylfenolu a 
4-decylfenolu. Lineární 4-nonylfenol (tj. 4-n-nonylfenol) je při 25 °C krystalická látka s bodem 
tání 45 °C. V technické směsi se tento izomer nevyskytuje, a proto může být použit jako 
vnitřní standard při analýze vzorků z environmentálních matric. Bylo zjištěno, že 4-nonylfenol 
je málo rozpustný ve vodě a dobře rozpustný ve většině organických rozpouštědel, například 









Obr. č. 15: Různé izomery 4-nonylfenolu [2] (upraveno) 
 
 
Tabulka č. 1: Základní chemické vlastnosti 4-nonylfenolu [5, 12, 16, 51, 52, 53, 63] 
 
Sumární vzorec C15H24O 
Střední relativní molekulová hmotnost 220,35 g/mol 
Hustota při 25 °C 0,952 g/cm3 
Rozpustnost ve vodě při 25 °C 4,9 ± 0,4 mg/l 
Rozpustnost v organických rozpouštědlech Rozpustný ve většině organických rozpouštědel 
pKa 10,28 
Rozdělovací koeficient (log KOW) 4,48 
Tenze par při 25 °C 2,07·10-2 Pa 
Henryho konstanta 2,8 Pa m3/mol 
 
2.3.1 Výroba nonylfenolu 
Průmyslová směs 4-nonylfenolu je základní surovina pro výrobu nonylfenol ethoxy-
lovaných tenzidů. Průmyslově se vyrábí kysele katalyzovanou Friedl-Craftsovou alkylací 
fenolu nebo anisolu (-OCH3 skupina je pak nahrazena -OH skupinou) směsí různě 
rozvětvených izomerů (35 možných) nonylhalogenu (90 % ve směsi), případně 
oktylhalogenu (asi 10 % ve směsi) nebo decylhalogenu, nejčastěji chloridů nebo bromidů. 
Důležitá je přítomnost katalyzátorů (AlCl3, FeCl3, ZnCl2 nebo BF3). Výsledný produkt 
obsahuje směs různých izomerů 4-nonylfenolu (asi 85 - 90 %), dále směs izomerů 
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2-nonylfenolu (asi 10 - 15 %) a také směs izomerů 2,4-dinonylfenolu (asi 5 %). Po vyčištění 
obsahuje směs asi 95 % různých izomerů 4-nonylfenolu a 5 % různých izomerů 
2-nonylfenolu, a to bez 2,4-dinonylfenolu. Podobné je to u oktyl a decyl izomerů. Poprvé byl 
nonylfenol syntetizován v roce 1940. Od té doby jeho výroba značně stoupla a v některých 
státech trvá i nadále [1, 2, 5, 19, 40]. 
 
 
Obr. č. 16: Rovnice výroby nonylfenolu, R3 nemusí být přítomno [1] (upraveno) 
 
2.3.2 Využití nonylfenolu 
Průmyslová směs nonylfenolu se nejvíce používá jako základní surovina pro výrobu 
nonylfenol ethoxylátů. Rovněž se může používat jako změkčovač, antioxidant, stabilizátor 
kaučuku a plastových hmot, případně jako katalyzátor při vytvrzování epoxidové pryskyřice. 
Vápenaté a baryové soli nonylfenolu se používají jako tepelné stabilizátory plastických hmot. 
Fosfátové estery nonylfenolu mohou být použity jako retardéry hoření [19, 40]. 
 
2.3.3 Výskyt nonylfenolu v životním prostředí 
V životním prostředí může být nonylfenol přítomen v mnoha matricích, tj. v ovzduší, 
v půdě, ale nejčastěji ve vodě, sedimentech a biomatricích [5, 12]. 
Nonylfenol detekovaný v půdě může pocházet z aplikací pesticidů obsahujících NPnEO, 
z aplikací kalů z  ČOV obsahujících nonylfenol, z kontaminované kejdy, močůvky, ze 
znečištěných vod, případně ze špatně zabezpečených skládek, kde jsou NPnEO nebo 
nonylfenol obsaženy. Koncentrační hladina NP v půdě je různá a může se pohybovat v 
rozmezí setin až tisíců µg/kg půdy. Závisí to na daném prostředí (průmyslová oblast, 
zemědělská oblast), dále na použití a množství kontaminované kejdy, močůvky a kalů 
z ČOV. Hodnota je rovněž závislá na ročním období (v létě bývá koncentrace menší než 
v zimě), na složení půdy (schopnost sorpce, biodegradace) apod. Mobilita v půdě je nízká, 
protože nonylfenol se váže na půdní částice. Díky lipofilním interakcím se velmi dobře váže 
také na huminové kyseliny a proto je sorpce do půdy významná [5]. 
Vodní prostředí bývá nonylfenolem často kontaminováno. Do vodních toků se dostává 
převážně z městských i průmyslových ČOV, kde probíhá biodegradace NPnEO v odpadních 
vodách právě na nonylfenol; samotná účinnost jeho biodegradace je zde nízká. Koncentrace 
v těchto vodách se může pohybovat v rozmezí od desetin až do stovek µg/l. V ČOV je 
zvláště významná kumulace v kalech; v různých studiích byly prezentovány hodnoty 
nonylfenolu zjištěné v kalech od jednotek až po tisíce mg/kg. U odpadních vod a kalů závisí 
zjištěný obsah nonylfenolu na velikosti ČOV a její nasávací oblasti, na technologii čištění, u 
průmyslových ČOV rovněž na druhu průmyslu. Rozdíly mohou být také u kalů, například u 
anaerobně stabilizovaných kalů bývá množství až 6krát větší než u kalů aerobně 
stabilizovaných. Ve vodních tocích bývá koncentrační rozmezí nejčastěji od desetin ng/l až 
po desítky µg/l. Úroveň znečištění závisí v  tomto případě na druhu kontaminace, 
zemědělské prvovýrobě v okolí, počtu ČOV v okolí, ročním období, teplotě, rychlosti průtoku, 
rychlosti sedimentace, velikosti částic sedimentu apod. Nonylfenol se kumuluje právě 
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v sedimentech. Koncentrační rozmezí v sedimentech bývá nejčastěji od jednotek µg/kg až po 
tisíce mg/kg v silně kontaminovaném prostředí, tj. u zdroje kontaminace, například u výtoků 
z ČOV. Ve vodních nádržích a jezerech je to podobné. Také zde záleží na druhu sedimentu. 
Ve vodách moří a oceánu lze detekovat znečištění nonylfenolem pouze v blízkosti 
kontinentů, především u ústí řek do moří. I když byl prokázán nonylfenol až ve vzdáleností 
několik set km na moře, bývá koncentrace v mořích a oceánech poměrně nízká; totéž platí i 
pro sedimenty. Podzemní vody může nonylfenol kontaminovat nejčastěji průsakem 
pocházejícím z kontaminované půdy, řek, jezer, vodních nádrží aj. Vyšší koncentrace se 
vyskytují právě u těchto zdrojů a pohybují se v rozmezí setin až stovek µg/l [5, 56]. 
Protože je nonylfenol semivolatilní sloučenina, tak se do atmosféry dostává často 
odpařováním z vodních toků. Koncentrace v kontaminovaném prostředí se v ovzduší 
pohybuje v rozmezí od jednotek až po tisíce ng/m3 vzduchu [5]. 
 
2.3.4 Biokoncentrace a bioakumulace nonylfenolu 
Biokoncentrace je proces, během kterého dochází k akumulaci chemické látky přímo ze 
zevního prostředí do živého organismu, a to jako výsledek simultánního příjmu a vylučování. 
Biokoncentrace stoupá se stoupajícím rozdělovacím koeficientem oktanol/voda Ko/w. Ten je 
používaný k odhadu lipofility látky, tj. rozdělování mezi vodu a organické rozpouštědlo. 
Rozdělovací koeficient oktanol/voda pro nonylfenol má hodnotu 4,48 [12]. Tato hodnota 
dokumentuje jeho příznivou biokoncentraci. 
Míru biokoncentrace udává biokoncentračního faktor (BCF), vyjádřený jako poměr 
koncentrace chemické látky v biotě vůči koncentraci látky v zevním prostředí. 
Biokoncentrační faktor pro nonylfenol se liší pro různé druhy organismů a závisí také na typu 
izomerů. Je významný především pro vodní organismy, pro nonylfenol se u ryb pohybuje 
v rozmezí 13 až 1 300. Pro mušle je BCF v rozmezí od 14 až do 3 400, pro řasy od 200 až 
do 10 000 [5, 12, 18, 21]. 
Bioakumulace je proces, během kterého jsou chemické látky kumulovány organismy přímo 
z okolního média nebo prostřednictvím kontaminované potravy. Bioakumulace NP je 
poměrně vysoká, nejvyšší je u vodních organismů. V literatuře bylo publikováno, že množství 
kumulovaného NP v řasách, majících velký BCF, se pohybovalo v rozmezí 1,5 - 38 mg/kg. 
Řasy jsou potravou pro ryby a tak je možné konstatovat, že NP se do ryb může dostávat 
prostřednictvím potravy. Hodnoty NP obsaženého v rybách byly v rozmezí 0,03 - 1,59 mg/kg 
tělesné hmotnosti, u divokých kachen byla kontaminace také vysoká, hodnoty byly v rozmezí 
0,03 až 1,2 mg/kg. Po expozici je většina NP po určité době eliminována z těla, u ryb 
nejčastěji žlučí nebo stolicí; část se však kumuluje v těle, nejvíce ve svalech. Při chronické 
expozici dochází právě ve svalech k jeho hromadění [5, 12, 65, 66]. 
 
2.3.5 Toxicita nonylfenolu a jeho vliv na organismy 
Nonylfenol je exogenní látka, která je perzistentní, vysoce bioakumulativní a patří mezi 
látky toxické, s prokázanou endokrinní disrupcí. Bylo prokázáno, že nonylfenol je schopný 
zasahovat do regulačních systémů různých typů buněk několika způsoby, prostřednictvím 
různých mechanismů:  
 
1. Endokrinní disrupce;  
2. Schopnost narušení produkce ATP a buněčného dýchání v mitochondriích, 
pravděpodobně změnou propustnosti membrány mitochondrií (EC50 1,8 mg/l); 
3. Nepříznivý vliv na aktivní transport vápníku do sarkoplazmatického retikula v buňkách 
kosterních svalů (IC50 880 - 2420 mg/l); 
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4. Schopnost zabránění růstu a diferenciace nervových kmenových buněk (pozorováno 
u myší) a vyvolání jejich apoptózy na rozdíl od jiných endokrinních disruptorů 
(EC > 660 mg/l); 
5. Schopnost zvýšení bujení buněk ženských prsních žláz, při expoziční koncentraci 
0,01 mg/den; 
6. Schopnost změny kinetiky buněčného cyklu přeměnou nevyvinutých struktur ve 
struktury vyvinuté; 
7. Schopnost produkce telemetrické asociace a chromosomální aberace aj. [5, 12]. 
 
Účinky nonylfenolu jsou velmi různorodé, ne všechny již byly odhaleny. Záleží na druhu 
organismu, na fázi jeho vývoje, na charakteristice a druhu okolního prostředí atd. Největší 
ovlivnění organismů je při chronické expozici. Platí, že čím je expozice delší, tím je efekt 
silnější. 
Toxicita pro vodní organismy je nejvýraznější. Zde se také nonylfenol nejčastěji vyskytuje. 
Zdroj příjmu nonylfenolu může být přímo z vody, sedimentů nebo z  již kontaminovaných 
vodních organismů. Značný vliv má endokrinní disrupce. Například u vodních řas a vodních 
rostlin dochází ke snížení jejich růstu a reprodukce, u ryb ke snížení tělesné hmotnosti, 
pomalejšímu dospívání a k ovlivnění reprodukce, případně až k feminizaci samců. Podobné 
je to také u bezobratlých živočichů. Byla publikována studie, kde byli sledováni samci ryb 
kontaminováni NP. Byla u nich nalezena nízká hladina testosteronu a produkce vitellogeninu, 
což je specifický samičí protein nižších obratlovců. Předpokládaná maximální koncentrace 
nonylfenolu, která ještě neovlivňuje vodní organismy, by měla být ve vodách maximálně 
10 µg/l [5, 12, 56, 58, 59]. 
 
Tabulka č. 2: Hodnoty EC50 a LC50 pro vodní organismy (dospělí jedinci) - stanoveny pomocí 
24, 48 a 96 hodinových testů [5, 60] 
 
Daphnia magna (EC50) 190 µg/l 
Řasy (EC50) 25 - 750 µg/l 
Bezobratlí (LC50) 20 - 1590 µg/l 
Ryby (LC50) 130 - 1400 µg/l 
Mořské organismy (ryby, mlži a korýši) (EC50) 17-195 µg/l 
 
Nonylfenol je toxický také pro suchozemské organismy, ale ne tak významně jako pro 
vodní organismy. Výrazné zvýšení množství nonylfenolu v půdě může být způsobeno 
aplikací kontaminovaných čistírenských kalů. Kontaminace organismů pocházejících z tohoto 
prostředí může být potom vyšší. U těchto organismů může docházet k pomalejšímu růstu, 
dospívání, k ovlivnění reprodukce, ke snížení tělesné hmotnosti a poškození některých 
vnitřních orgánů. Ve studii zaměřené na sledování vlivu nonylfenolu na krysí samce bylo 
prokázáno narušení spermatogeneze a cytotoxický účinek na spermie; znamená to, že došlo 
k ovlivnění jejich plodnosti. Množství NP v jejich potravě bylo 100 - 300 mg/kg [61]. Hodnota 
EC50 pro některé bezobratlé živočichy se pohybuje v rozmezí od 5 do 150 mg/kg, pro některé 
druhy suchozemských rostlin v rozmezí 10 - 210 mg/kg, u hub kolem 10 mg/kg. Ovlivněny 
můžou být rovněž některé druhy bakterií, např. azobakterie [5, 18, 61]. 
Toxicita nonylfenolu pro člověka zatím nebyla příliš sledována, vesměs vychází ze studií o 
účincích na zvířata. Lze předpokládat, že nonylfenol nepředstavuje pro člověka tak velké 
riziko, jako pro vodní organismy. Do těla se může dostat nonylfenol orálně, inhalačně, 
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případně kontaktem s kůží. K expozici člověka nonylfenolem může dojít při konzumaci 
kontaminované pitné vody a kontaminovaných potravin (rostlinné plodiny, mléko, maso), 
nebo přímou expozicí nonylfenolem nebo NPnEO. Bylo prokázáno, že nonylfenol je přítomný 
v mnoha potravinách a jeho průměrný denní příjem pro dospělého člověka je 7,5 µg na den 
[54].  
Byla sledována distribuce NP v lidském organismu. Po perorální expozici bylo vstřebání 
velmi rychlé, poločas rozpadu v krvi byl 2 až 3 hodiny; asi 10 % z podaného množství bylo 
detekováno ve stolici a moči, což prokázalo sorpci v trávicím traktu. Požití NP může 
bezprostředně způsobit podráždění trávicího traktu s následnou nevolností, případně se 
zvracením a průjmem. Distribuce nonylfenolu je shodná s distribucí ostatních lipofilních 
analytů a proto jsou nejvyšší koncentrace v tukových tkáních; kumuluje se však také v 
mateřském mléce. Akutní expozice může vyvolat u člověka ztrátu tělesné hmotnosti, změny 
na játrech a krvácení. Inhalační a dermální expozice nebyla zatím uspokojivě popsána, 
avšak předpokládá se rychlá inhalační sorpce a minimální sorpce přes kůži. Rovněž se 
předpokládá, že nonylfenol může mít estrogenní účinek i na člověka, avšak nepotvrzují to 
žádné studie [5, 16, 18, 62, 64, 73]. 
 
2.3.5.1 Endokrinní disrupce 
Endokrinní disruptory jsou exogenní látky, které jsou schopné narušit hormonální systém. 
Jedná se o lipofilní látky odolné vůči rozkladu, schopné bioakumulace v tukové tkáni a 
v biomembránách. Endokrinní disrupce nonylfenolu spočívá v napodobování 17-β-estradiolu, 
schopnosti vázat se na jeho vazebné místo estrogenního receptoru a soupeřit s ním o něj. 
To je dáno strukturní podobností některých jeho izomerů; znamená to, že ne všechny 
izomery nonylfenolu jsou schopné endokrinní disrupce. Studie prokázaly, že největší efekt 
mají izomery s různě rozvětveným alifatickým řetězcem. Důležitá je také para poloha 
fenolických skupin. Bylo prokázáno, že pravděpodobně nejvýraznější estrogenní aktivitu 
vykazuje 1,1,4-trimethylhexyl-4-fenol. Znamená to, že nejvyšší estrogenní aktivitu mají 
izomery s terciálním uhlíkem nejblíže u aromatického jádra. Dalšími izomery se silnou 
estrogenní aktivitou jsou například 2,4,6-trimethylhexyl-4-fenol a 3,5,6-trimethylhexyl-4-fenol 
[2, 12, 5, 56, 57, 64]. 
 
 
Obr. č. 17: Porovnání struktury 17-β-estradiolu a 2,4,6-trimethylhexyl-4-fenolu  
a 3,5,6-trimethylhexyl-4-fenolu [2, 5] (upraveno) 
 
Míru a schopnost vázat se na hormonální receptor určuje relativní estrogenní potenciál, 
který je pro 17-β-estradiol roven 1. Pro 4-nonylfenol se pohybuje v rozmezí 0 až do 0,05. 
Míra endokrinní disrupce a relativního estrogenního potencionálu 4-nonylfenolu se zjišťuje 
prostřednictvím in vitro a in vivo testů, které jsou poměrně přesné. Bylo prokázáno, že 
izomery nonylfenolu jsou schopny způsobit endokrinní disrupci i při velmi nízkých 






Obr. č. 18: Mechanismus narušení hormonálního řízení organismu [5] (upraveno) 
 
Rovněž bylo zjištěno, že 4-nonylfenol vykazuje také antiandrogenní aktivitu a je schopen 
narušovat správnou činnost androgenů. Jedná se o hormony nutné pro vývoj samců a jejich 
reprodukčních orgánů. V literatuře se však uvádí, že se nejedná o přímou konkurenci 
4-nonylfenolu s receptory androgenů; 4-nonylfenol ovlivňuje pouze několik kroků aktivace a 
funkce androgenního receptoru. Inhibuje tak vazbu nativních androgenů na androgenní 
receptor, interakci receptoru s jeho koregulátorem a jeho následnou transaktivaci [5]. 
 
2.3.6 Biodegradace nonylfenolu 
Při biodegradaci nonylfenolu dochází působením mikroorganismů postupně k oxidaci 
alkylového řetězce a ke štěpení benzenového jádra až na konečné produkty, kterými jsou 
oxid uhličitý a voda. Bylo však zjištěno, že nonylfenol je vůči směsným kulturám 
mikroorganismů přítomným v aktivovaném kalu, v povrchových vodách nebo v  půdě 
poměrně rezistentní. Proto se ve značné míře sorbuje na sedimenty, půdní částice a 
organickou hmotu v kalových agregátech. To částečně snižuje jejich biologickou dostupnost 
pro mikroorganismy a současně také mobilitu v prostředí [5, 47, 56]. 
 
2.3.6.1 Vlivy ovlivňující biodegradaci nonylfenolu 
Vlivy ovlivňující biodegradaci jsou podobné, jako tomu bylo u nonylfenol ethoxylátů a jsou 
to zejména: 
 
1. Chemická struktura NP 
2. Okolní podmínky prostředí (teplota, světlo, aerobní nebo anaerobní podmínky, pH aj.) 
3. Koncentrace NPnEO a NP. 
 
Ad 1. Struktura nonylfenolu značně ovlivňuje jeho biodegrabilitu, již přítomnost benzenového 
jádra způsobuje jeho sníženou schopnost biodegradace. Rozhodujícím faktorem je však 
druh a míra rozvětvení řetězce. Pokud je složitější s vyšším bočním větvením, tak je 
biodegrabilita horší, při delším řetězci je biodegrabilita snazší [11, 37, 42, 56]. 
 
Ad 2. Zásadní vliv na biodegrabilitu mají také podmínky okolního prostředí. V aerobních 
podmínkách je biodegradace poměrně rychlá, při anaerobních podmínkách, například 
v říčním sedimentu, je biodegradace velmi pomalá a může trvat velice dlouho. Sedimenty se 
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tak stávají rezervoáry NP [47, 56, 67, 68]. Na biodegradaci NP má vliv i teplota okolního 
prostředí; čím je vyšší, tím probíhá biodegradace lépe. V podzemních vodách je 
biodegradace nonylfenolu velmi pomalá díky nízkému obsahu kyslíku, nízké a stabilní 
teplotě, což jsou nepříznivé podmínky pro mikroorganismy. Znamená to, že NP je hůře 
degradován tam, kde je nízký výskyt mikroorganismů [5, 50, 56, 67, 68]. Druh bakterií 
ovlivňuje také biodegrabilitu. Dobrá biodegradační schopnost byla zjištěna u bakterie rodu 
Pseudomonas, Sphingomonas nebo Sphingobium [56, 67]. Biodegradace NP v půdě závisí 
rovněž na typu půdy, v písčitých a jílovitých půdách probíhá lépe jak v půdách hlinitých. 
Důvodem je to, že NP interaguje s organickou hmotou a je pro biodegradaci méně přístupný. 
Biokoncentrace NP z  půdy do organismů nemá v tomto případě velký význam, s ohledem 
na celkové odstranění NP z půdy [5, 42, 69]. Z literatury je známo, že 80 % nonylfenolu je 
z půdy degradováno již během jednoho měsíce, zbylých 20 % setrvá vlivem perzistence 
v půdě velmi dlouho [5]. Dalšími faktory ovlivňující biodegradaci NP mohou být pH prostředí 
(vhodné pH pro biodegradaci je okolo 7), zastoupení různých prvků nebo sloučenin 
v prostředí apod. Zvýšená přítomnost soli (NaCl) má za následek snížení biodegradace [5, 
67, 68]. 
 
Ad 3. Na biodegrabilitu mají také vliv koncentrace NPnEO a NP. 
 
Významným abiotickým procesem degradace NP je fotochemická degradace (fotooxidace 
a fotolýza). Ta má u NP větší význam než u NPnEO, kde probíhá podstatně pomaleji. V říční 
vodě však záleží i na hloubce, kde se analyt nachází. Bylo zjištěno, že v hloubce 20 - 25 cm 
je fotochemická degradace 1,5 krát pomalejší než na povrchu, v nižších vrstvách je to ještě 
horší [45]. 
 
2.3.6.2 Procesy probíhající v ČOV 
Nonylfenol je degradační produkt NPnEO, které se vyskytují zejména v odpadních vodách. 
NPnEO degradují již při cestě odpadním potrubím a pak převážně v ČOV. Vznikající 
nonylfenol je v ČOV biodegradován velmi obtížně, protože je velmi odolný vůči směsným 
kulturám mikroorganismů přítomným v aktivovaném kalu. To je příčinou toho, že velmi často 
dojde k nárůstu koncentrace NP na odtoku, v porovnání s přítokem [5, 48, 56]. Na 
biodegradaci NP působí mnoha faktorů, tj. především doba zdržení odpadních vod na ČOV, 
druh a technologie čištění, opakování čištění a recirkulace odpadní vody v biologickém 
stupni čištění, teplota, anaerobní, aerobní a anoxické podmínky čištění, obsah organických 
látek apod. [5, 12, 41, 56, 57, 70]. Vznikající nonylfenol navíc vykazuje toxicitu vůči 
mikroorganismům podílejících se na čištění odpadních vod a snižuje tak účinnost čištění [36, 
38, 42, 49].  
Značné množství nonylfenolu je na ČOV odstraňováno jeho kumulací do kalů, která může 
dosahovat až 90 % veškerého NP, protože ten se velmi dobře sorbuje na organickou hmotu 
v kalech. Pokud jsou kaly použity jako hnojivo na pole, může být nonylfenolem 
kontaminována půda. Záleží také na typu stabilizace kalu. Při aerobní stabilizaci je 
nonylfenol částečně biodegradován, při anaerobní biodegradaci téměř neprobíhá a takto 
upravené kaly mohou obsahovat velké množství nonylfenolu [5, 12, 16, 41, 47, 48, 55, 56, 
57]. 
Bylo ověřováno použití některých druhů houbových mikroorganismů na odstranění NP. 
Vhodný pro odstranění byl rod Massarina. Ve studii zaměřené na biodegradaci NP pomocí 
kultur mikrobiálních organismů kmene Candida maltosa, izolovaného z aerobních kalů ČOV 
textilního průmyslu, byla popsána účinná degradace alkylového řetězce, a to 4-n-nonylfenolu 
na 4-acetylfenol [46, 56].  
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ČOV mají za povinnost měřit množství vypouštěných nonylfenolů a ohlašovat úniky do 
recipientu, které jsou limitovány povolenými ročními emisemi [16].  
Při úpravě povrchové nebo podzemní vody na vodu pitnou lze vhodnými speciálními 
úpravami eliminovat i značné množství případně obsaženého nonylfenolu. Mezi tyto procesy 
patří např. ozonizace, filtrace aktivním uhlím nebo chlorace [5]. 
 
2.3.7 Legislativa platná pro nonylfenol 
Pro námi sledované analyty v odpadních vodách nebyly dosud stanoveny povolené limity 
nebo nejvyšší přípustná množství. Aby bylo možné provést porovnání, byly pro naše účely 
převzaty limity pro povrchovou vodu, protože vyčištěná odpadní voda je po procesu čištění 
vypouštěna zpět do vodních toků. Podle normy environmentální kvality dané směrnicí 
2008/105/ES a podle přílohy č. 3 k nařízení vlády č. 61/2003 Sb. o hodnotách přípustného 
znečištění vnitrozemských a ostatních povrchových vod jsou pro nonylfenoly stanoveny 
imisní limity NEK-RP 0,3 µg/l a NPK 2 µg/l. NEK pro pevné matrice v povrchových vodách je 
180 µg/kg. Limity pro půdu a odpady nejsou stanoveny [17, 56, 29]. Směrnice EPA 
stanovuje limity pro sladkou vodu (6,6 µg/l) a pro slanou vodu (1,7 µg/l) [2, 5]. Pro nonylfenol  
a nonylfenol ethoxyláty jsou zavedeny následující platné ohlašovací prahy: emise do ovzduší 
- nestanoveno, emise do vody 1 kg/rok, emise do půdy 1 kg/rok a přenosy mimo provozovnu 
5 kg/rok [17, 28]. 
Vyhodnocení jakosti povrchových vod ČR z hlediska výskytu prioritních látek a požadavků 
směrnice 2008/105/ES na hodnocený ukazatel 4-nonylfenol v letech 2006 až 2008 lze zjistit 
z přílohy č. 2. Kromě jediné splňovaly všechny sledované povrchové vody limity NEK-RP. 




Oktylfenol je další analyt ze skupiny alkylfenolů. Na rozdíl od nonylfenolu má alkylový 
řetězec jen 8 uhlíků. Zpravidla se vyskytuje ve dvou formách izomerů, a to jako 
4-n-oktylfenolu s lineárním řetězcem nebo jako 4-terc-oktylfenol, číslo CAS 140-66-9. 
Průmyslově používané oktylfenol ethoxyláty, které se používají samostatně, nebo jsou 
v malé míře obsaženy v  průmyslové směsi s nonylfenol ethoxyláty, obsahují převážně 
rozvětvený oktyl řetězec. Oktylfenol ethoxyláty mají podobné použití i podobné vlastnosti 
jako nonylfenol ethoxyláty. Lineární 4-n-oktylfenol se v životním prostředí prakticky 
nevyskytuje, zato 4-terc-oktylfenol (4-t-OP) ano, ale v menším množství než všechny ostatní 
rozvětvené izomery 4-nonylfenolu. 4-terc-oktylfenol má velmi podobné fyzikálně chemické a 
environmentální vlastnosti jako rozvětvené izomery 4-nonylfenolu v technické směsi. Za 
pokojové teploty je to bílý prášek s teplotou tání 79 - 82 °C a teplotou varu 279 °C. Některé 
jeho další vlastnosti jsou uvedeny v následující tabulce [64, 71, 72]. 
 
Tabulka č. 3: Základní chemické vlastnosti 4-t-oktylfenolu [5, 12, 51, 63] 
 
Sumární vzorec C14H22O 
Střední relativní molekulová hmotnost 206,3 g/mol 
Rozpustnost ve vodě při 20 °C 12,6 ± 0,5 mg/l 
Rozpustnost v organických rozpouštědlech Rozpustný ve většině organických rozpouštědel 





Obr. č. 19: Struktura 4-terc-oktylfenolu [71]  
 
4-terc-oktyfenol vykazuje v porovnání se směsí rozvětvených izomerů 4-nonylfenolu větší 
toxicitu a biokoncentrační faktor (BCF), který může být až desetinásobně vyšší než u 
některých rozvětvených izomerů 4-nonylfenolu. U pstruha duhového byl zjištěn BCF 471. 
Estrogenní potenciál 4-terc-oktylfenolu je také vyšší než u směsi rozvětvených izomerů 
4-nonylfenolu, ovšem 4-n-oktylfenol  prakticky žádné estrogenní účinky nemá [12, 56]. 
Podle směrnice 2008/105/ES a přílohy č. 3 k nařízení vlády č. 61/2003 Sb. o ukazatelích a 
hodnotách přípustného znečištění povrchových vod, jsou pro 4-terc-oktylfenol stanoveny 
imisní limity NEK-RP pro vnitrozemské povrchové vody ve výši 0,1 µg/l a imisní limit NEK-RP 
pro ostatní povrchové vody 0,01 µg/l. NEK pro pevné matrice v povrchových vodách je 
34 µg/kg. Limity pro půdu a odpady nejsou stanoveny [29, 56]. Také byl stanoven emisní 
limit pro vypouštění do vod a to maximálně 1 kg/rok [71]. 
 
 
2.5 Odběr a úprava vzorků z environmentálních matric pro stanovení 4-NP a 
4-t-OP 
Pro vzorkování z environmentálních matric se používají různé odběrové nádoby i zařízení. 
Důležité také je, jakým způsobem je nutné vzorky uchovávat před laboratorním zpracováním 
a před finální analýzou. Výběr vhodné metody úpravy vzorků před analýzou představuje 
zásadní krok. 
 
2.5.1 Odběr a úprava vzorků vody 
Vzorkování různých druhů vod se provádí do skleněných tmavých vzorkovnic potřebného 
objemu. Vzorkovnice by měly být před vzorkováním promyty vodovodní vodou a následně 
deionizovanou vodou. Vzorkovnice zcela naplněné by se měly přepravovat v chlazeném 
kontejneru a uchovávat by se měly v ledničce při teplotě maximálně 4 °C. Jejich zpracování 
by mělo být provedeno do 24 hodin. Pro odstranění suspendovaných částic je vhodné vzorek 
přefiltrovat přes membránový filtr nebo přes flitr ze skleněných vláken. Přečištění a extrakce 
analytů se provádí pomocí extrakce tuhou fází (SPE), s možností použití různých druhů 
kolonek. Pro stanovení izomerů 4-nonylfenolu a 4-t-oktylfenolu jsou vhodné kolonky 
SUPELCLEAN ENVI 18, OASIS HLB aj. Získaný extrakt z  SPE je nutno pod dusíkem 
zahustit na potřebný objem, případně vysušit do sucha a přidat určitý objem vhodného 
rozpouštědla pro analýzu [79, 82, 84, 86, 88, 102, 104]. 
 
2.5.1.1 Extrakce pevnou fází (SPE) 
Extrakce pevnou fází (SPE) je technika úpravy vzorků, při které dochází k izolaci analytů z 
kapalné nebo plynné fáze na fázi pevnou, kterou tvoří vhodný sorbent. Princip sorpce je 
podobný sorpci v kapalinové chromatografii (adsorpce, iontová výměna, atd.). Využívá se 
zde interakcí např. pomocí Van der Waalsových sil, vodíkových vazeb, dipól-dipól interakcí a 
iontových interakcí. Velmi důležitá je volba správného sorbentu pro hledaný analyt. Použití 
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SPE eliminuje některé problémy, které se vyskytují u extrakce kapalina-kapalina. 
Významnou výhodou v porovnání s extrakcí kapalina-kapalina je to, že dochází ke snížení 
spotřeby organických rozpouštědel. SPE se nejčastěji používá při zpracování kapalných 
vzorků, a to především pro extrakci středně těkavých a netěkavých látek. Slouží k jejich 
zakoncentrování a také k odstranění nežádoucích interferujících látek, které ruší následná 
analytická stanovení. SPE je metoda poměrně rychlá, přesná, reprodukovatelná a také ji lze 
automatizovat. SPE může mít několik podob, tj. zejména kolonovou a na extrakčním disku 
[89, 90, 91, 92]. 
 
Postup při kolonové SPE by měl zahrnovat tyto kroky: 
 
1. Kondicionace kolonky: spočívá v aplikaci vhodného rozpouštědla, které aktivuje 
pevnou fázi; potom následuje smočení sorbentu podobnou matricí jako u vzorku 
(např. smočení Mili Q vodou). 
2. Aplikace vzorku: nanášení vzorku na kolonku, nejlépe se stálým optimálním průtokem 
(asi 2 až 5 ml za minutu), za možnosti využití vakuového systému; analyt se přitom 
selektivně sorbuje na pevnou fázi, balastní látky se nesorbují. 
3. Promytí sorbentu: nanesení vhodného rozpouštědla pro odstranění interferujících 
složek, aniž by došlo k eluci analytu. 
4. Sušení sorbentu: provádí se například dusíkem nebo vzduchem pro odstranění 
vlhkosti. 
5. Eluce analytu: desorbce analytu vhodným množstvím rozpouštědla, při které dochází 








V současnosti se využívají komerčně dostupné druhy kolonek ve tvaru injekčních 
stříkaček, které jsou plněny různými sorbenty s jejich různým množstvím, pohybujícím se 
od desítek a stovek mg až po jednotky gramů. Sorbent se volí dle charakteru analytu. Velmi 
časté je použití modifikovaného silikagelu s chemicky vázanými fázemi (např. oktadecyl, 
oktyl, fenyl). Dalšími sorbenty mohou být látky polymerní, uhlíkové, případně imunoafinitní. 
Sorbent je z obou stran obklopen fritou. Pro rychlejší průtok vzorku pevnou fází se používají 
vakuové systémy [64, 75, 89, 91, 92]. 
 
 
Obr. č. 21: Různé SPE kolonky [75] 
 
 
2.6 Metody stanovení 4-NP a 4-t-OP v environmentálních matricích 
Stanovení obsahu izomerů nonylfenolu, oktylfenolu a ostatních alkylfenolů se provádí 
nejčastěji pomocí plynové chromatografie s hmotnostní detekcí, nejčastěji s elektronovou 
nebo s  chemickou ionizací, případně kapalinovou chromatografií s hmotnostní detekcí. 
Vhodnou stacionární fází v kapilární koloně plynového chromatografu může být 5% fenyl-
methyl nebo 5% difenyl-dimethyl polysiloxanová fáze [64, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 
85, 86, 87, 88, 100, 101, 102, 103, 104]. 
Upravený vzorek se může před analýzou také dále derivatizovat. U plynové 
chromatografie s hmotnostní detekcí je vhodnou derivatizační technikou silylace pomocí 
silylačních činidel MSTFA, BSTFA či BSTFA s 1% TMCS. Při derivatizaci dochází ke 
zlepšení volatility analytů, chemické stability termolabilních látek, ke snížení polarity analytů 
a ke zvýšení citlivosti detekce analytů [64, 76, 79, 84, 87, 88, 102]. 
 
2.6.1 Plynová chromatografie GC a GCxGC 
 
2.6.1.1 1D GC 
Plynová chromatografie je separační metoda založená na rozdělování analytů mezi dvě 
vzájemně nemísitelné fáze, pohyblivou (mobilní) a nepohyblivou (stacionární). Mobilní fází je 
u plynové chromatografie tzv. nosný plyn. Plynová chromatografie se využívá pro separaci 
identifikaci a stanovení plynů, kapalin i látek, které lze bez rozkladu převést do plynné fáze, 
tzn., že musí být dostatečně těkavé. Bod varu by za atmosférického tlaku neměl přesahovat 
400 °C. Plynová chromatografie v  komplexním uspořádání má v porovnání s kapalinovou 
chromatografií větší citlivost, separační účinnost a rozlišení. Princip separace látek je 
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následující. Vzorek se nadávkuje do injektoru, kde se odpaří a molekuly vzorku jsou unášeny 
nosným plynem na kolonu. V injektoru je umístěna skleněná vložka, tzv. liner. Linery se liší 
tvarem podle toho, jaký je používán typ nástřiku. Používanými typy nástřiků jsou split nástřik, 
vhodný pro analyty s předpokládanou vyšší koncentrací; na kolonu se dostane jen určitá část 
nastříknutého vzorku. Dalšími typy nástřiků jsou splitless nástřik, vhodný pro málo 
koncentrované extrakty; v tomto případě se na kolonu dostane asi 80 % vzorku, dále 
on-column nástřik, tj. nástřik přímo do kapilární kolony a teplotně programovaný nástřik PTV 
nástřik. Na koloně dochází k separaci, a to na principu různé afinity ke stacionární fázi a 
podle různých hodnot tlaků par daných analytů. Látky s nejmenší afinitou ke stacionární fázi 
opouštějí kolonu nejdříve a mají nejkratší retenční časy, ty s největší afinitou ke stacionární 
fázi ji opouští nejpozději a mají nejdelší retenční časy. Jako nosný plyn se nejčastěji využívá 
helium, dusík a vodík. Chromatografické kolony mohou být náplňové nebo kapilární. 
Kapilární kolony jsou mnohem účinnější než náplňové a jsou tvořeny křemennou kapilárou 
obalenou ochrannou vrstvou zpravidla polyimidu. Nejčastěji se jejich délka pohybuje od 10 
do 100 m a jejich vnitřní průměr od 100 až 530 µm. Stacionární fáze kapilárních kolon je 
vázána v tenké vrstvě (šířka v rozmezí 0,1 až 10 µm) na vnitřní stěně kapiláry, buď ve formě 
porózního pevného sorbentu (PLOT) nebo kapalné fáze (WCOT). Po separaci v koloně jsou 
analyty detekovány pomocí vhodného detektoru. Velice populární je dnes využití, a to 
v tandemu s  plynovou chromatografií, hmotnostní spektrometrie jako detektoru. Výsledný 
grafický záznam udává závislost signálu odezvy detektoru na čase a nazýváme ho 
chromatogramem. Výše popsaná chromatografická technika se označuje jako eluční [93, 94, 
95]. 
 
2.6.1.2 GCxGC (2D GC) 
Komplexní dvoudimenzionální plynová chromatografie (GCxGC, 2D GC) je velmi efektivní 
separační metoda. U této techniky jsou na rozdíl od 1D GC použity dvě kolony s navzájem 
odlišnými stacionárními fázemi. První kolona (primární) má klasické parametry jako kolona 
v 1D GC a tvoří ji nepolární nebo mírně polární stacionární fáze. Druhá kolona (sekundární) 
je užší a kratší. Časté jsou rozměry: délka 0,5 až 2 m, vnitřní průměr 250 až 320 µm, šířka 
stacionární fáze 0,1 až 1 µm. Stacionární fáze sekundární kolony je většinou tvořena polární 
stacionární fází a převažuje zde dělení podle polarity. Látky koelující na primární koloně tak 
mohou být separovány právě na koloně sekundární. Tím se podstatně zlepší separace látek 
a my získáme ucelenou komplexní informaci o vzorku a látkách v něm obsažených. Mezi 
těmito dvěma kolonami je umístěn modulátor, který je zpravidla založen na kryogenní 
fokusaci a tepelné desorpci. Při modulaci je příchozí frakce zamražena a následně 
opětovně zahřáta. Tím dochází k postupnému dávkování vzorku z primární kolony na 
kolonu sekundární. Každá frakce z primární kolony je modulována vícekrát a tak dochází 
k současnému zachování chromatografického dělení z první kolony. Výsledným 
výstupem je dvourozměrný vrstevnicový diagram, kde je každý analyt charakterizován 
dvěma retenčními časy podle dělení na primární a na sekundární koloně. Protože je 
dělení na sekundární koloně velice rychlé a vznikají velmi úzké píky, je nutné mít při této 
technice detektor schopný velice rychlého sběru dat (více jak 100 Hz). Velice vhodné je 
v tomto případě využití hmotnostního spektrometru s průletovým analyzátorem (time of 
flight - TOF). Tento detektor poskytuje dostatečně rychlou detekci (až 500 spekter za 
sekundu i více) a zároveň lze získat ucelené informace o struktuře látky. V porovnání s 
1D GC poskytuje tato metoda větší píkovou kapacitu a také zvýšení poměru signál/šum. 
Tato technika tak může oddělit i složky těžko dělitelné na 1D GC, například různé izomery 




2.6.2 Hmotnostní spektrometrie 
Je instrumentální metoda založená na interakci iontů a polí, která mohou být elektrická, 
magnetická nebo obojí. V přístroji zvaném hmotnostní spektrometr dochází nejdříve ke 
vzniku iontů (ionizaci) na ionizátoru. Typů ionizací je několik, nejpoužívanější ionizací u 
tandemových technik GC/MS je elektronová ionizace, která patří mezi tvrdé ionizační 
techniky. Princip je takový, že do iontového zdroje je vzorek přiváděn v plynné formě a 
následně je ionizován proudem elektronů, které jsou emitovány žhaveným wolframovým 
nebo rheniovým vláknem. Energii získávají elektrony díky elektrickému poli mezi vláknem 
(filamentem) a protielektrodou (trap). Nejčastěji se používá energie elektronů 70 eV. To je 
energie dostačující k ionizaci i k následné fragmentaci molekuly. Fragmenty jsou 
charakteristické pro danou sloučeninu. Díky nim lze sloučeniny identifikovat. Výhodou je 
možnost vyhledávání látek v  knihovnách spekter. Spektra daných látek jsou při tomto 
způsobu ionizace za určitých podmínek (70 eV) velice podobná. Další používanou ionizací 
ve spojení s GC/MS je chemická ionizace. Mezi často používané ionizace u tandemových 
technik LC/MS patří elektrosprej, fotoionizace za atmosférického tlaku a chemická ionizace 
za atmosférického tlaku. Další populární ionizační technikou je maldi, která se využívá pro 
ionizaci pevných látek. Po ionizaci je třeba vzniklé ionty analyzovat (filtrovat). To se 
uskutečňuje na hmotnostním analyzátoru, kde dochází k rozdělení iontů podle jejich poměru 
hmoty k náboji (m/z). Mezi často používané analyzátory patří kvadrupól a jeho modifikace, 
iontová past a její modifikace, sektorové analyzátory, iontová cyklotronová rezonance, 
orbitrap a průletový analyzátor (TOF). Ionty opouštějící analyzátor putují do detektoru a zde 
jsou převáděny na elektrický signál, který zpracovává počítač. Výsledným záznamem je 
hmotnostní spektrum, kde na ose x je poměr m/z a na ose y je intenzita signálu (četnost 
iontů). V přístroji je třeba udržovat vakuum, vzhledem k samotné existenci iontů. To je 
uskutečňováno vakuovým systémem zpravidla tvořeným dvěma stupni. První stupeň 
představuje olejová rotační vývěva a druhý stupeň zpravidla turbomolekulární vývěva. 
Hmotnostní spektrometrie má výbornou schopnost poskytnout informace o strukturách 
analyzovaných látek [105, 106]. 
 
2.6.2.1 Průletový analyzátor (TOF) 
Průletový analyzátor patří sice mezi nejjednodušší hmotnostní analyzátory, ale je zároveň 
velice efektivní. Je tvořen prázdnou letovou trubicí s vakuem. K rozdělení iontů podle poměru 
m/z dochází na základě jejich odlišné doby letu z iontového zdroje do detektoru. Na začátku 
letu je iontům udělena v elektrickém poli stejná kinetická energie. Ionty o větší hmotnosti se 
pohybují pomaleji než ionty s menší hmotností a dorazí proto do detektoru později. Vyšší 
rozlišení lze dosáhnout při prodloužení délky letu, kterou ionty v analyzátoru urazí. 
Prodloužení délky letové dráhy může být uskutečněno reflektronem, který slouží nejen 
k prodloužení doby letu, ale také k  fokusaci iontů o stejných hmotnostech. Průletový 
analyzátor pracuje v pulzním režimu, kdy jsou skupiny iontů neustále vystřelovány pulsní 
deskou do analyzátoru. Při každém pulsu je zaznamenáno celé spektrum. Výhodou tohoto 
analyzátoru je jeho konstrukční jednoduchost, výborná citlivost a schopnost velmi rychlé 































3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Použité přístroje a vybavení 
− analytické váhy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko 
− přístroj pro přípravu mili Q vody, Millipore QGARD 
− přístroj EVATERM pro sušení pod dusíkem, Labicom, Česká republika 
− SPE vakuový systém BAKER, model SPE-12 G, vývěva KIF LAB, Laboport, Maneko, 
Česká republika 
− ultrazvuková vodní lázeň, Teson 4, Tesla, Česká republika 
− SPE kolonky: 
o Supelclean ENVI 18 SPE, 500 mg, 6 ml, Supelco, USA 
o OASIS HLB, 200 mg, 6 ml, Waters, USA 
− LECO’s Pegasus 4D GCxGC-TOFMS systém 
o Plynový chromatograf 6890N, Agilent Technologies, USA 
o TOF Hmotnostní spektrometr, LECO Instrumente, USA 
− chromatografické kolony 
o Primární kolona: Rxi- 5Sil, 28,0 m x 0,25 mm ID x 0,25 µm, stacionární fáze 
                                 5 % difenyl/95 % dimethyl polysiloxan 
o Sekundární kolona: BPX - 50, 0,7 m x 0,1 mm ID x 0,1 µm, stacionární fáze 
                                    50 % fenyl polysilfenylen-siloxan 
− běžné laboratorní vybavení (kádinky, pipety, mikropipety, tmavé vialky, odměrné válce, 
hadičky a zátky pro SPE) 
− membránové filtry 0,6 µm, Pragopor 
 
 
3.2 Použitý software pro zpracování dat 
− Microsoft Office Word 2010 
− Microsoft Office Excel 2010 




3.3 Použité chemikálie a standardy 
 
3.3.1 Chemikálie 
− aceton (pro GC, Merck, Německo)  
− dichlormethan (pro organickou analýzu, J.T.Baker)  
− methanol (pro LC-MS, Biosolve BV, Francie)  
− isooktan (pro GC Merck, Německo)  
− ethylacetát (pro LC Merck, Německo) 
− hexan (pro GC, Merck, Německo) 
− kyselina mravenčí (Sigma-Aldrich) 







− Nonylfenol roztok (technická směs) OEKANAL, 5 µg/ml v acetonu, 10 ml, Fluka 
Analytical, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Německo 
− 4-terc-oktylfenol, 500 mg, Supelco Analytical, USA 
 
3.3.2.1 Příprava kalibračních roztoků 
Bylo zapotřebí připravit roztok 4-terc-oktylfenolu. Bylo naváženo 0,01 g standardu a toto 
množství bylo kvantitativně převedeno do 10 ml odměrné baňky, doplněno acetonem po 
rysku a rozpuštěno. Postupným ředěním byly připraveny základní roztoky o koncentraci 10 a 
1 µg/ml. Pro přípravu kalibračních roztoků směsi 4-NP a 4-t-OP byly použity právě tyto 
základní roztoky a také roztoky směsi 4-NP o koncentraci 5 a 1 µg/ml. Postupně byly 
připraveny kalibrační roztoky 4-NP o koncentracích 100, 200, 400, 600, 800, 1000 ng/ml a 
4-t-OP o koncentracích 20, 35, 50, 70, 100 ng/ml v isooktanu. Tyto kalibrační roztoky byly 
následně analyzovány za již optimalizovaných podmínek na přístroji Pegasus IV D. 
 
3.3.3 Plyn 
− Helium, čistota: 6,0 
− Dusík, čistota: 4,7 
 
 
3.4 Sledovaná matrice 
Sledovanou matricí byla odpadní voda z odtoků do recipientů vybraných moravských 
čistíren odpadních vod. Sledovány byly odtoky z těchto ČOV: velkokapacitní městská ČOV 
Brno-Modřice, městská ČOV Třebíč, ČOV situovaná v areálu Veterinární a farmaceutické 




3.5 Nastavení GC/MS-TOF a optimalizace podmínek analýzy pro 4-NP a 4-t-OP 
Před finálním měřením bylo nutné optimalizovat podmínky systému GC/MS-TOF. Bylo 
nezbytné zvolit takové podmínky, při kterých budou píky analytů nejlépe odseparované, 
úzké, s nejvyšším možným signálem, s  žádným nebo co nejmenším chvostováním. 
Optimalizace byla prováděna se směsí standardů 4-NP 1 µg/ml a 4-t-OP 0,5 µg/ml; bylo 
ověřeno použití dvou rozpouštědel, to acetonu a isooktanu. V rámci optimalizace byly 
odzkoušeny různé teplotní programy (různé teploty nástřiku, počáteční teploty, zvyšování 
teplot, apod.) a s tím související různě dlouhé doby analýzy. Celkem bylo ověřeno 28 
možností, než bylo dosaženo optimální metody pro stanovení 4-NP a 4-t-OP. Při 
vyhodnocování bylo nutné pracovat v SIM modu, kde se zaznamenávají pouze 
nastavené charakteristické hmotnosti pro sledovaný analyt. Tím se zvýšila přehlednost 
výsledného chromatogramu. 
 
3.5.1 Použité chromatografické kolony 
Při optimalizaci a analýze byla použita primární a sekundární kolona s tím, že na 
sekundární koloně separace neprobíhala (byla zde zvýšená teplota v porovnání s primární 




− primární kolona: Rxi-5Sil MS (28 m x 0,25 mm, 0,25 µm vrstva filmu tvořená 5% difenyl-
95% dimethyl polysiloxanovou fází)  
− sekundární kolona: BPX-50 (0,7 m x 0,1 mm, 0,1 µm vrstva filmu tvořená středně 
polární 50% fenyl polysilfenylen-siloxanovou fází)  
 
3.5.2 Charakteristické hmotnosti pro 4-NP a 4-t-OP 
Vybrané charakteristické hmotnosti pro dané analyty použité pro kvantifikaci: 
− Izomery 4-NP: m/z 107, 121, 135, 149 
− 4-t-OP: m/z 135 
 
3.5.3 Derivatizace 
Byla rovněž ověřována derivatizace standardů o koncentraci 4-NP 1 µg/ml a 4-t-OP 
0,5 µg/ml v isooktanu pomocí MSTFA podle postupu uvedeného v literatuře [87]. 
Koncentrace MSTFA v roztoku byla 10 %. Po přidání MSTFA se roztok řádně promíchal a 
nechal se reagovat 15 minut za pokojové teploty. Poté bylo možné provést analýzu. 









3.6 Optimalizace SPE pro 4-NP a 4-t-OP 
Optimalizace úpravy vzorku před vlastní analýzou je velmi důležitá a nezbytná. Snahou je 
získat nejúčinnější a nejspolehlivější metodu. Vhodnou metodou úpravy vzorku byla extrakce 
tuhou fází (SPE), která je aplikována ve většině vědeckých prací. V rámci této diplomové 
práce byl optimalizován typ použitých kolonek a s tím související typ sorbentu a také složení 
eluční směsi při eluci analytů z SPE kolonek. Při optimalizaci se vycházelo z poznatků 
získaných studiem literatury [79, 82, 86]. Optimální podmínky extrakce byly zjišťovány 
pomocí modelových vzorků deionizované vody, která byla cíleně kontaminovaná standardy 
4-NP a 4-t-OP tak, aby v těchto vzorcích byla koncentrace izomerů 4-NP 2 µg/l a 4-t-OP 
1 µg/l. Výsledný optimalizovaný analytický proces byl následně použit u reálných vzorků. 
 
Byly ověřovány dva typy SPE kolonek: 
 
− Supelclean  ENVI 18, 500 mg, 6 ml, Supelco, Německo. 
o Sorbentem je polymerně vázaná oktadecylová fáze, 17% C 
o Měrný specifický povrch: 475 m2/g 
o Celkový specifický povrch: 475 m2/g · 0,5 g = 237,5 m2 
 
− Oasis HLB, 200 mg, 6 ml, USA  
o Sorbentem je kopolymer divinylbenzen/N-vinylpyrrolidin 
o Měrný specifický povrch: 810 m2/g 
o Celkový specifický povrch: 810 m2/g · 0,2 g = 162 m2 
 
Tabulka č. 4: Použité kombinace elučních rozpouštědel a SPE kolonek 
 
Použité SPE 

























3.6.1 Postup při SPE 
− Kondicionace SPE kolonky: 7 ml methanolu a 3 ml deionizované vody  
− Aplikace 500 ml modelového vzorku vody  
− Promytí kolonky: 2 ml deionizované vody  
− Sušení proudem vzduchu pomocí vakuového systému (30 min)  
− Eluce: 10 ml elučního činidla  
− Získaný eluát byl zachycen do 12 ml vialek a následně byl odpařen pod dusíkem, 
rozpuštěn v 1 ml isooktanu a zfiltrován přes 0,45 µm (PTFE) do tmavé vialky.  
 
Pro zjišťování účinnosti uvedených postupů při SPE byly při analýze použity již 
optimalizované podmínky na přístroji Pegasus IV D.  
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3.7 Stanovení izomerů 4-NP a 4-t-OP v reálných vzorcích 
 
3.7.1 Odběr a uchovávání vzorků 
Odběr vzorků byl prováděn do tmavých skleněných vzorkovnic, které byly naplněny zcela 
po okraj a uzavřeny. Vzorky z ČOV Brno-Modřice, ČOV Třebíč a ČOV VFU Brno byly 
odebírány po dobu 14 dní v období od 8. 4. až 22. 4. 2013. Jednalo se o bodové vzorky 
z odtoků ČOV. Vzorky byly po odběru co nejrychleji přepraveny do laboratoře, kde se 
uchovávaly v ledničce při 4 °C a byly zpracovány co nejdříve, nejpozději však do 24 hodin. 
 
Tabulka č. 5: Místa odběru a jejich souřadnice GPS 
 
Místo odběru Souřadnice GPS 
ČOV Brno-Modřice 49° 7' 28,42" N 16° 37' 44,77" E 
ČOV Třebíč 49° 12' 51,65" N 15° 54' 54,92" E 
ČOV VFU Brno 49° 13' 0,70" N 
16° 35' 53,11" E 
 
3.7.2 Úprava a izolace sledovaných analytů u reálných vzorků 
 
Vzorky odpadní vody byly přímo bez úprav aplikovány na SPE kolonku Supelclean 
ENVI 18, 500 mg. V mnoha publikovaných pracích je ještě před SPE doporučována filtrace 
přes membránové filtry s velikostmi pórů v rozmezí 0,45 - 1,5 µm. Pokusné reálné vzorky 
vody byly filtrovány přes membránový filtr s velikostmi pórů 0,6 µm. Při této filtraci však došlo 
k velmi rychlému ucpání filtru a byla nutná výměna; na 500 ml vzorku vody byla spotřeba 
kolem 8 filtrů. Protože odpadní voda odebraná na odtoku byla poměrně čistá, s nízkým 
obsahem suspendovaných částic, vesměs nedocházelo při přímé aplikaci vzorku k ucpání 
SPE kolonky; proto nebyla membránová filtrace prováděna u všech vzorků. Filtrace přes 
filtrační papír nebyla možná, protože dané analyty se na tento papír sorbují [111].  
 
3.7.2.1 Postup při SPE 
Na podkladě pilotní studie byly použity následující podmínky extrakce: 
 
− Kondicionace SPE kolonky Supelclean ENVI 18, 500 mg: 7 ml methanolu a 3 ml 
deionizované vody  
− Aplikace 500 ml vzorku vody  
− Promytí kolonky: 2 ml deionizované vody  
− Sušení proudem vzduchu pomocí vakuového systému (30 min)  
− Eluce: 10 ml eluční směsí methanol-dichlormethan (9:1) 
− Získaný eluát byl zachycen do 12 ml vialek a následně byl odpařen pod dusíkem, 









Obr. č. 25: Eluce analytů reálných vzorků vody 
 
3.7.3 Analýza reálných vzorků 
Reálné vzorky byly analyzovány za optimalizovaných podmínek na přístroji 




4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
4.1 Nastavení GC/MS-TOF a optimalizace podmínek analýzy 4-NP a 4-t-OP 
Optimalizované nastavení systému bylo použito pro všechny prováděné analýzy, protože 
za možných přístrojových podmínek nebylo možné dosáhnout lepší separace píků technické 
směsi 4-NP. Výsledný fragmentogram standardu technické směsi 4-NP je zobrazen na 
obrázku č. 26. 
 
Plynový chromatograf:  
− Množství nastříknutého vzorku: 1 µl 
− Teplota nástřiku: 290 °C 
− Metoda nástřiku: Splitless  
− Nosný plyn: Helium  
− Průtok nosného plynu: 1 ml/min, konstantní průtok 
− Teplotní program na koloně: počáteční teplota 70 °C, konstantní po dobu 2 min; poté 
nárůst teploty 25 °C/min do 130 °C; následně 7 °C/min do 190 °C, konstantní po dobu 
3 min; následně 7 °C/min do 260 °C; následně 25 °C/min do 300 °C, konstantní po dobu 
5 min. 
− Teplota transfer line: 290 °C 
− Celková doba analýzy: 32,571 min  
 
Hmotnostní spektrometr:  
− Rozsah m/z: 40 - 400 
− Rychlost sběru dat: 5 spekter/s  
− Napětí na detektoru: 1 850 V  
− Teplota iontového zdroje: 250 °C  
 
Během této diplomové práce došlo na přístroji LECO’s Pegasus 4D GCxGC-TOFMS 
k poruše a přístroj byl opravován. Po jeho opravě došlo z neznámých důvodů ke zhoršení 
podmínek měření, signál příslušných analytů byl potom cca 10krát menší než u původních 
analýz; zejména došlo ke snížení poměru signál/šum a ke zhoršení detekce i kvantifikace 
analytů. Díky tomu bylo nutné provést některé kroky, které by výsledky analýzy zlepšily. Mezi 
ně patřilo zvýšení napětí na detektoru z původních 1700 V na stávajících 1850 V. Za těchto 
podmínek byly následně proměřeny všechny kalibrační roztoky, modelové a reálné vzorky. 
 
 
4.1.1 Porovnání rozpouštědel 
Byla porovnávána dvě rozpouštědla, a to aceton a isooktan. Retenční časy analytů se při 
použití těchto rozpouštědel mírně lišily (několik desetin sekundy). Jako vhodnější 
rozpouštědlo pro analýzu izomerů 4-NP a 4-t-OP na plynovém chromatogramu byl poté 
vybrán isooktan, u kterého docházelo k menšímu chvostování píků 4-t-OP i izomerů 4-NP a 
také je toto rozpouštědlo vhodnější pro použití s uvedenou primární kolonou. Na 
následujících obrázcích č. 26 a 27 jsou prezentovány rozdíly fragmentogramů při použití 


























4.1.2 Retenční časy pro 4-NP a 4-t-OP 
 
− izomery 4-NP v rozmezí 965 - 1057 s. 









Při derivatizaci pomocí MSTFA  se v našem případě signál u 4-terc-oktylfenolu i u izomerů 
4-nonylfenolu spíše zhoršil, než aby se zlepšil. U 4-nonylfenolu navíc ještě na 
chromatogramu chyběly některé píky pro izomery, které se vyskytovaly v chromatogramu 
nederivatizovaného standardu. Výsledný efekt byl z tohoto hlediska horší, a proto bylo od  
derivatizace upuštěno a dále již nebyla prováděna.  
 
Retenční časy pro 4-NP a 4-t-OP: 
− izomery 4-NP v rozmezí 1020,4 - 1077 s. 











4.2 Optimalizace SPE pro 4-NP a 4-t-OP 
Výsledné hodnoty výtěžnosti pro oba typy kolonek v případě použití různých kombinací  
elučních rozpouštědel jsou znázorněny v tabulce č. 6 a č. 7 a následně graficky zobrazeny 
v grafu č. 1 a č. 2. 
 
 
Tabulka č. 6: Hodnoty výtěžnosti pro SPE kolonku Oasis HLB, 200 mg v kombinaci 
                      s různými elučními směsi 
 
Výtěžnost (%) Methanol-Dichlormethan (9:1) 
Methanol-aceton-
ethylacetát (2:2:1) 
s CH3COOH 1 % 
Dichlormethan-Hexan 
(4:1) 
4-NP 93,1 ± 1,4 104,9 ± 3,1 118,9 ± 2,9 




Tabulka č. 7: Hodnoty výtěžnosti pro SPE kolonku Supelclean ENVI 18, 500 mg v kombinaci  
                     s různými elučními směsi 
 
Výtěžnost (%) Methanol-Dichlormethan (9:1) 
Methanol-aceton-
ethylacetát (2:2:1) 
s CH3COOH 1 % 
Dichlormethan-Hexan 
(4:1) 
4-NP 102,9 ± 1,9 95,5 ± 6,5 113,5 ± 0,7 
4-t-OP 88,5 ± 0,6 87,7 ± 1,9 80,2 ± 2,2 
 
 
U všech ověřovaných kombinací byla prokázána poměrně dobrá výtěžnost sledovaných 
analytů, a proto nebylo nutné dále upravovat a ověřovat různé poměry rozpouštědel. Jako 
nejvhodnější byla usouzena kombinace kolonky Supelclean ENVI 18, 500 mg se 
směsí elučních rozpouštědel methanol - dichlormethan (9:1). Při použití této kombinace bylo 
u izomerů 4-NP dosaženo výtěžnosti okolo 100 %; také výtěžnost pro 4-t-OP byla vyhovující. 
Velkou roli při výběru vhodné kolonky hrála ta skutečnost, že kolonka Supelclean ENVI 18, 
500 mg, měla v porovnání s kolonkou Oasis HLB, 200 mg, větší celkový specifický povrch 
pro sorbci analytů (Supelclean ENVI 18, 500 mg: 237,5 m2, Oasis HLB, 200 mg: 162 m2). 







Graf č. 1: Grafické porovnání výtěžností pro SPE kolonku Oasis HLB, 200 mg, v kombinaci 






Graf č. 2: Grafické porovnání výtěžností pro SPE kolonku Supelclean ENVI 18, 500 mg,  









4.3 Vyhodnocení, limity detekce a kvantifikace 
Výsledné koncentrace izomerů 4-NP a 4-t-OP v reálných vzorcích byly stanoveny pomocí 
kalibrační křivky. Ta byla sestrojena na základě proměření kalibračních roztoků již 
optimalizovanou metodou; poté byly vytvořeny grafy, které určovaly lineární závislost plochy 
píků na koncentraci. Vyhodnocení všech izomerů 4-NP představovalo menší problém, 
protože pro jednotlivé izomery neexistují jednotlivé standardy, ale pouze standard technické 
směsi. Kvantifikace jednotlivých izomerů byla proto obtížná. Při této analýze nemusely 
jednotlivé píky představovat právě určité izomery, ale i izomerů více spolu koelujících; viz. 
obrázek č. 28 [78, 100]. Jak již bylo řečeno, klasická technická směs používaná v průmyslu 
obsahuje cca 22 izomerů. Proto byla zvolena kvantifikace odvozená z jedné publikace [100]. 
Výpočet byl prováděn pro celkovou koncentraci všech izomerů 4-NP (∑4-NP) a byl založen 
na součtu ploch pod všemi píky v elučním rozsahu těchto izomerů 4-NP pro charakteristické 
hmotnosti m/z = 107, 121, 135 a 149. Pro určení a separaci jednotlivých izomerů by mohla 
být vhodná analýza pomocí GCxGC (2D GC). 
 













k……….směrnice kalibrační křivky (závislost výšky píku na koncentraci)  
 
Mez detekce odpovídá koncentraci, při které je hodnota analytického signálu statisticky 
významně odlišná od šumu. Je vyjadřována jako trojnásobek šumu základní linie. Mez 
stanovitelnosti odpovídá koncentraci, kdy je hodnota analytického signálu taková, že je 
možné kvantitativní vyhodnocení. Je vyjadřována jako desetinásobek šumu základní linie. 
Limity detekce a kvantifikace pro součet izomerů 4-NP byly vypočteny z  průměru 
jednotlivých limitů detekce a kvantifikace pro nejvyšší píky izomerů 4-NP jednotlivých 
charakteristických hmotností. Výsledné hodnoty LOD a LOQ byly přepočítány na konečné 
koncentrace v reálných vzorcích vody (v ng/l) a jsou uvedeny v tabulce č. 8. 
Možná by bylo výhodnějším a přesnějším vyhodnocení koncentrace izomerů 4-NP a 
4-t-OP pomocí metody vnitřního standardu, která byla použita v několika publikovaných 
studiích. Jako vnitřní standard byl nejčastěji použit 4-n-nonylfenol. Tento standard byl také 
objednaný pro účely vypracování této diplomové práce. Bohužel jeho dodávka byla 
opožděna a tento standard dorazil až těsně před termínem odevzdání diplomové práce a již 
nebylo možné ho použít. 
 
Tabulka č. 8: Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) 
 
Analyt LOD (ng/l) LOQ (ng/l) 
4-NP 78,2 260,8 
4-t-OP 7,9 26,2 
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4.4 Výsledky stanovení izomerů 4-NP a 4-t-OP v reálných vzorcích vody 
Jak již bylo uvedeno, vzorky odpadní vody byly odebírány na odtoku z vybraných čistíren 
odpadních vod po dobu 14 dní. Byly vždy co nejdříve zpracovány a následně analyzovány. 
Výsledky všech analýz jsou uvedeny v následujících tabulkách č. 9, 10 a 11. Grafické 
porovnání těchto výsledků je zobrazeno v grafech č. 3, 4, 5, 6 a 7. 
Izomery 4-nonylfenolu byly kromě 6 vzorků detekovány ve všech odpadních vodách ze tří 
ČOV (1krát ČOV Brno-Modřice, 4krát ČOV Třebíč, 1krát ČOV VFU Brno), kde byly výsledné 
hodnoty pod limitem kvantifikace. U převážné většiny vzorků se hodnoty koncentrací 
pohybovaly nad imisním limitem NEK-RP (norma environmentální kvality - roční průměr) 
300 ng/l, avšak žádný z nich nedosáhl hodnoty NPK (nejvyšší přípustná koncentrace) 
2 000 ng/l. Obě hodnoty NEK-RP i NPK jsou určeny pro povrchové vody, proto lze považovat 
porovnání s těmito limity pouze za orientační. Nejvyšší hodnota byla prokázána u vzorku č. 1 
z ČOV Třebíč, a to 871 ng/l. Tato hodnota převyšovala téměř 3x hodnotu NEK-RP. Zjištěné 
koncentrace izomerů 4-nonylfenolu v odpadních vodách na odtoku z ČOV v Brně-Modřicích 
a Třebíči mohou pocházet z nonylfenol ethoxylátů používaných v průmyslu, ale nelze vyloučit 
i ostatní zdroje.  U vzorků odebraných z ČOV VFU Brno byly naměřené hodnoty koncentrací 
poměrně vysoké. V tomto případě se na výskytu izomerů 4-nonylfenolu v odpadní vodě 
pravděpodobně podílí různé přípravky s obsahem nonylfenol ethoxylátů. Nutno však 
upozornit na tu skutečnost, že vyčištěné odpadní vody z ČOV VFU Brno jsou následně 
vypouštěny do městské kanalizace a putují do ČOV Brno-Modřice, kde jsou opět, spolu 
s ostatními odpadními vodami čištěny.  
Dále platí, že odpadní vody na odtoku jsou však následně ředěny vodou z recipientu, kde 
by neměla být vyšší koncentrace než je ve vodě na odtoku z ČOV. Koncentrace izomerů 
4-nonylfenolu v daném recipientu by již hodnotu NEK-RP neměly přesahovat. Toto objasnění 
je podpořeno i výsledky výzkumu řešeného na Výzkumném ústavu vodohospodářském, kde 
se zabývali stanovením obsahu izomerů 4-NP v povrchových vodách odebraných v 
Čechách; většinou se jednalo o řeky. V této studii bylo prokázáno, že všechny stanovené 
hodnoty byly nižší než hodnota NEK-RP. Na Moravě nebyly povrchové vody vzorkovány, ale 
je možné se domnívat, že podobná situace může být i zde. Problém by mohla spíše 
způsobovat aplikace čistírenských kalů na pole, protože je známo, že se nonylfenol velmi 
dobře sorbuje na pevné matrice, tj. i na kaly. Mohla by nastat podobná situace, jaká byla 
zjištěná při výzkumu prováděným organizací [112], při kterém byl sledován obsah izomerů 
4-NP v sedimentech poblíž městských ČOV. Bylo zjištěno, že sedimenty překračovaly 
hodnotu NEK 180 µg/kg pro pevné matrice v povrchových vodách. Proto mohu usuzovat na 
to, že výsledky mé diplomové práce mohou upozornit na zvýšenou kontaminaci a zátěž 
životního prostředí v daném místě. 
4-terc-oktylfenol byl detekován ve všech vzorcích z ČOV Brno-Modřice, avšak ani jedna 
koncentrace nepřesahovala imisní limit NEK-RP 100 ng/l pro vnitrozemské povrchové vody. 
Nejvyšší koncentrace, a to 79,7 ng/l, byla prokázána u vzorku č. 8. V případě odpadní vody z 
ČOV Třebíč byl 4-t-OP detekován jen ve vzorcích č. 1 a č. 8, přičemž zjištěné koncentrace 
byly podobné jako v odpadní vodě odebrané z ČOV Brno-Modřice. V ostatních vzorcích byly 
nálezy pod limitem kvantifikace, případně tento analyt nebyl ve vzorku vůbec detekován. 
V případě ČOV VFU Brno byla koncentrace 4-t-OP pouze pod limitem kvantifikace, případně 
daný analyt nebyl detekován vůbec. Stanovené koncentrace kontaminantu 4-t-OP, zjištěné 
v odpadní vodě na odtoku z ČOV Brno-Modřice, pocházely pravděpodobně z průmyslových 
zdrojů. Mohly však být také produktem biodegradace izomerů nonylfenolu. Biodegradační 
proces, a to vzhledem k velikosti nasávací oblasti ČOV Brno-Modřice, by měl být delší než u 
menších ČOV Třebíč a ČOV VFU Brno. Vzhledem k tomu, že orientačně používaná hodnota 
NEK-RP představuje roční průměr a že odpadní vody na odtoku jsou následně ředěny vodou 
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z recipientu, u které se nepředpokládá vyšší koncentrace než je na odtoku z ČOV, tak lze 
konstatovat, že tyto výsledky poukazují na nízkou kontaminaci vodního prostředí 
4-terc-oktylfenolem. 
 
Tabulka č. 9: Výsledné koncentrace 4-NP a 4-t-OP ve vzorcích z ČOV Brno-Modřice 
 
ČOV Brno Vzorek č. 
c (ng/l) 1 2 3 4 5 
∑4-NP 449 ± 9 524 ± 2 329 ± 3 364 ± 3 385 ± 2 
4-t-OP 54,6 ± 1,7 50,3 ± 1,8 40,6 ± 0,3 37,8 ± 1,5 42,3 ± 1 
c (ng/l) 6 7 8 9 10 
∑4-NP 348 ± 12 389 ± 6 606 ± 4 325 ± 1 <LOQ 
4-t-OP 31,5 ± 3 43,2 ± 0,4 79,7 ± 0,5 32 ± 2,7 31,3 ± 0,7 
 
Tabulka č. 10: Výsledné koncentrace 4-NP a 4-t-OP ve vzorcích z ČOV Třebíč 
 
ČOV Třebíč Vzorek č. 
c (ng/l) 1 2 3 4 5 
∑4-NP 871 ± 10 725 ± 11 265 ± 3 <LOQ <LOQ 
4-t-OP 28,3 ± 3,5 <LOQ <LOQ ND. ND. 
c (ng/l) 6 7 8 9 10 
∑4-NP <LOQ <LOQ 809 ± 11 333 ± 2 362 ± 5 




Tabulka č. 11: Výsledné koncentrace 4-NP a 4-t-OP ve vzorcích z ČOV VFU Brno: 
 
ČOV VFU 
Brno Vzorek č. 
c (ng/l) 1 2 3 4 5 
∑4-NP 398 ± 7 
 
630 ± 10 651 ± 6 267 ± 2 <LOQ 
4-t-OP <LOQ <LOQ <LOQ ND. ND. 
c (ng/l) 6 7 8 9 10 
∑4-NP 589 ± 4 452 ± 5 325 ± 2 406 ± 3 344 ± 4 
4-t-OP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ ND. 
 
 


























Graf č. 7: Porovnání výsledných koncentrací 4-t-OP ve vzorcích z ČOV Brno-Modřice a ČOV 









Obr. č. 29: Ukázka fragmentogramu reálného vzorku vody z ČOV Brno-Modřice 
 
Zajímavé bylo zjištění, že v reálných vzorcích odpadní vody se pravděpodobně nacházelo 
poměrně velké množství 4-t-butylfenolu, který patří do skupiny alkylfenolů a má podobné 
vlastnosti (hormonální disrupce atd.) jako izomery 4-NP a 4-t-OP (viz. obr. č.  29). Lze se 
domnívat, že 4-t-butylfenol je zřejmě produktem biodegradace izomerů 4-nonylfenolu a také 
4-t-oktylfenolu. Charakteristická hmotnost 4-t-butylfenolu, která byla používána pro 
kvantifikaci, byla m/z  135, tj. stejná jako u 4-t-oktylfenolu a některých izomerů 4-nonylfenolu. 
Lze konstatovat, že 4-t-butylfenol se vyskytoval ve většině analyzovaných vzorků. Nejvyšší 
množství 4-t-butylfenolu bylo ve vzorcích z ČOV Brno-Modřice a také z ČOV Třebíč. 
 
 





Při porovnání obsahu izomerů 4-NP v hodnocených vzorcích odpadní vody z ČOV, byla 
prokázána nejvyšší průměrná koncentrace na odtoku z ČOV VFU Brno, dále následovala 
ČOV Brno-Modřice a ČOV Třebíč. U odpadní vody z ČOV VFU Brno je to výsledek poměrně 
překvapující, avšak vzhledem k tomu, že tato odpadní voda bude ještě jednou čištěna v ČOV 
Brno-Modřice, není tento nález tak alarmující. Tyto výsledky, zjištěné v této ČOV mohou 
dokazovat také to, že na větších ČOV, tj. v ČOV Brno-Modřice nebo v ČOV Třebíč probíhá 
biodegradační proces delší dobu a izomery 4-NP jsou zde částečně degradovány, což 
neplatí pro ČOV VFU v Brně. 
 
4.4.1 Porovnání naměřených výsledků s dosud publikovanými daty 
Pro zajímavost bylo provedeno porovnání naměřených výsledků s výsledky různých studií 
zabývajících se stanovením izomerů 4-NP, publikovaných v literatuře. Většinou se jednalo o 
městské ČOV. Ve Velké Británii byly izomery 4-NP sledovány na odtoku z průmyslové ČOV, 
situované u podniku textilního průmyslu. Proto zde byly pravděpodobně prokázány velmi 
vysoké hodnoty koncentrací.  
Pro upřesnění, pro porovnání byly vybrány studie provedené dříve, již před několika lety 
(Velká Británie rok 2002, Německo rok 2001, Švýcarsko 1994, Španělsko rok 2002, Norsko 
rok 2005, Čína rok 2003, Japonsko rok 2000). Novější publikace nebyly v dostupné literatuře 
nalezeny. Výsledky těchto studií jsou prezentovány v tabulce č. 12 [5]. 
 
Tabulka č. 12: Koncentrace 4-NP ve vzorcích z odtoků na ČOV různých států [5] 
 
Stát c (µg/l) 
Velká Británie 32 - 63 
Německo 0,25 - 2,3 
Španělsko 5,5 - 6,6 
Švýcarsko 15 




Pro přehlednost byly naše průměrné hodnoty spolu s hodnotami zjištěnými ve světě 
zpracovány také graficky a jsou uvedeny v grafech č. 8 a 9. 
Z těchto grafů jednoznačně vyplývá, že námi zjištěné průměrné koncentrace izomerů 4-NP 
v odpadních vodách na odtoku z ČOV Brno-Modřice, ČOV Třebíč a ČOV VFU Brno jsou 
v porovnání s výsledky ve většině jiných států světa poměrně nízké. Je však nutné si 
uvědomit, že většina těchto studií byla prováděna v době, kdy ještě používání nonylfenol 
ethoxylátů nebylo v evropském průmyslu omezeno. Z výsledků analýz pocházejících z Velké 
Británie vyplývá, že dominantním zdrojem je textilní průmysl, kde se nonylfenol ethoxyláty 
používaly. Zjištěné koncentrace byly velmi vysoké. Z grafů je také zřejmé, že při porovnání 




Graf č. 8: Porovnání průměrných koncentrací izomerů 4-NP v odpadní vodě odebrané na 





Graf č. 9: Porovnání průměrných koncentrací izomerů 4-NP v odpadní vodě odebrané na 







Cílem předložené diplomové práce bylo vypracování vhodného analytického postupu pro 
stanovení nonylfenolu a jeho izomerů ve vodách. Dalším rovněž hodnoceným analytem byl 
4-terc-oktylfenol, patřící také do skupiny alkylfenolů.  
Na základě zpracované rešerše byl vybrán vhodný analytický postupu pro stanovení výše 
specifikovaných analytů a v rámci experimentální části diplomové práce byly optimalizovány 
následující kroky tohoto postupu.  
Vzorky odpadní vody byly nejprve extrahovány metodou extrakce tuhou fází (SPE). Při 
optimalizaci podmínek extrakce byla nejdříve ověřována vhodnost SPE kolonky. Bylo 
prokázáno, že pro účely řešení našich experimentů byla nejvhodnější SPE kolonka 
Supelclean ENVI 18 (500 mg). V rámci dalšího kroku optimalizace bylo zjištěno, že 
nejlepších výsledků bylo dosaženo s elučním činidlem tvořeným směsí rozpouštědel 
methanol-dichlormethan (9:1). Pokud byla použita tato kombinace, byla výtěžnost pro 
izomery nonylfenolu 102,9 % a pro 4-terc-oktylfenol 88,5 %. Finální analýza byla prováděna 
metodou GC/MS, na přístroji LECO’s Pegasus 4D GCxGC-TOF MS, s kapilární kolonou a 
s průletovým analyzátorem. Při provádění optimalizace bylo ověřováno celkem 28 různých 
variant nastavení; převážně byly prováděny změny v sestavení teplotních programů.  
Reálné vzorky odpadní vody byly odebírány na odtocích ze tří čistíren odpadních vod. Aby 
bylo možné porovnat rozdíly, byla zvolena velkokapacitní ČOV v Brně-Modřicích s velkou 
nasávací oblastí, dále ČOV v Třebíči a ČOV situovaná v areálu VFU Brno. Celkem bylo 
odebráno 30 reálných vzorků odpadních vod, vždy 10 z každé ČOV. Výsledky analýz 
prokázaly zvýšené koncentrace izomerů nonylfenolu ve většině vzorků. Protože pro 
hodnocení úrovně kontaminace nejsou v ČR stanoveny žádné limity, byly orientačně použity 
limity pro povrchovou vodu. Důvodem této volby bylo také to, že vyčištěná voda je po 
procesu čištění vypouštěna přes recipient do povrchové vody. Bylo prokázáno, že zjištěné 
koncentrace převyšovaly hodnotu NEK-RP pro povrchové vody, některé téměř 3násobně. 
Tyto koncentrace v povrchové vodě již mohou mít negativní dopad na vodní organismy. 
Jeden ze sledovaných analytů, 4-terc-oktylfenol, byl převážně detekován ve vzorcích z ČOV 
Brno-Modřice. Jeho koncentrace však nebyly příliš vysoké a splňovaly hodnotu NEK-RP pro 
povrchové vody.  
Z hlediska úrovně kontaminace by mohly být problémem spíše čistírenské kaly a také 
sedimenty, kde se alkylfenoly velmi dobře sorbují. Čistírenské kaly mohou být aplikovány na 
pole a mohou tak být zdrojem sekundární kontaminace složek životního prostředí. Také je 
známo, že u sedimentů se navíc mohou projevovat anaerobní podmínky a k biodegradaci 
alkylfenolů zde dochází velmi pomalu. Sedimenty se tak stávají rezervoáry těchto pro životní 
prostředí nebezpečných kontaminantů. 
Výroba a použití nonylfenol ethoxylátů a nonylfenolu je sice v EU výrazně omezeno, avšak 
stále i zde dochází ke kontaminaci životního prostředí těmito látkami, a to v důsledku 
používání výrobků dovezených z rozvojových zemí, kde používání těchto látek v průmyslu 
není zatím omezeno, pravděpodobně z důvodu jejich poměrně levné výroby. Proto se lze 
domnívat, že EU by měla nátlakově působit na rozvojové země v čele s Čínou, aby ukončily 
používání nonylfenol ethoxylátů a nonylfenolu v průmyslu, zejména v textilním, s hrozbou 
omezení nebo úplného zákazu dovozu zboží s obsahem těchto látek do zemí EU. Tento krok 
je však poměrně komplikovaný a je nutné, aby toto úsilí preferovala nejen většina zemí 
Evropy, ale také USA, Kanada aj. V opačném případě stále hrozí nebezpečí těchto látek pro 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
EU    Evropská unie 
USA   United states American (Spojené státy americké) 
REACH Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals 
(Registrace, vyhodnocování a autorizace chemikálií) 
TEF    Toxický ekvivalentní faktor 
ČOV   Čistírna odpadních vod 
ČR    Česká republika 
ČSN   Označení českých technických norem 
CSDPA  České sdružení výrobců mýdla, čistících a pracích prostředků 
PRTR   Pollutant Release and Transfer Registers (registr úniků a přenosů polutantů) 
NPnEO  Nonylphenol ethoxylates (Nonylfenol ethoxyláty) 
NP    Nonylphenol (Nonylfenol) 
OP    Octylphenol (Oktylfenol) 
4-NP   Směs izomerů 4-nonylfenolu 
4-t-OP   4-terc-oktylfenol 
EPA   Environmental Protection Agency (Agentura pro ochranu životního prostředí) 
NEK   Norma environmentální kvality 
RP    Roční průměr 
NPK   Nejvyšší přípustná koncentrace 
GC    Gas chromatography (plynová chromatografie) 
MSTFA  N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid 
BSTFA  N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 
TMCS   Trimethylchlorosilan 
SPE   Solid phase extraction (extrakce tuhou fází) 
ESI    Electrospray Ionization (Ionizace elektrosprejem) 
APCI   Atmospheric-pressure chemical ionization 
(Chemická ionizace za atmosférického tlaku) 
FLD    Fluorescence detector (Fluorescenční detektor) 
ECD   Electron capture detector (Detektor elektronového záchytu) 
DAD   Diode array detector (Detektor s diodovým polem) 
FID    Flame ionization detector (Plamenově ionizační detektor) 
MS    Mass spectrometry (Hmotnostní spektrometrie) 
TOF   Time of flight (Průletový analyzátor) 
VFU   Veterinární a farmaceutická univerzita 
MŽP   Ministerstvo životního prostředí 
ŽP    Životní prostředí 
IC50    Inhibitory concentration, 50 %  
(inhibiční koncentrace pro daný organismus v 50 % případů) 
LC50   Lethal concentration, 50 %  
(smrtelná koncentrace pro daný organismus v 50 % případů) 
EC50   Effective concentration, 50 %  
(efektivní koncentrace pro daný organismus v 50 % případů) 
LD50   Lethal dose, 50 % (smrtelná dávka pro daný organismus v 50 % případů) 
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